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POVZETEK 
Vitamini so nujno potrebni za normalno delovanje našega telesa. Njihova uporaba se je 
razširila tudi v dermatologiji, kjer za zdravljenje luskavice uporabljamo derivate lipofilnih 
vitaminov A in D. Za lokalno zdravljenje luskavice uporabljamo tudi salicilno kislino, ki 
je, glede na razpoložljive podatke, nezdružljiva z derivati vitamina D.  
V magistrski nalogi smo proučevali stabilnost lipofilnih vitaminov D3, A in A acetata. Naš 
namen je bil ovrednotiti njihovo stabilnost v različnih vodnih medijih (pitna, destilirana in 
ultra čista voda), preveriti, ali salicilna kislina destabilizira vitamin D3, in kako izbrani 
antioksidanti (vitamin E in butilhidroksitoluen) stabilizirajo izbrane vitamine. Za 
vrednotenje stabilnosti smo uporabili vpeljano metodo tekočinske kromatografije visoke 
ločljivosti. Z namenom povečanja stabilnosti vitaminov smo jih vgradili v polimerna 
nanovlakna, ki smo jih izdelali z elektrostatskim sukanjem. Z uporabo vrstične elektronske 
mikroskopije smo proučevali morfološke lastnosti izdelanih nanovlaken. Preverili smo tudi 
uspešnost vgradnje vitaminov, na osnovi konstant hitrosti razgradnje pa ovrednotili učinek 
stabilizacije vitaminov v nanovlaknih v primerjavi z njihovo stabilnostjo v vodnih 
raztopinah. 
Ugotovili smo, da so vsi trije vitamini zelo nestabilni v vodnih raztopinah, najmanj stabilen 
je vitamin A in najbolj vitamin D3. Potrdili smo tudi destabilizacijski učinek salicilne 
kislina na vitamin D3 ter z izbranimi antioksidanti (vitamin E in butilhidroksitoluen) 
povečali stabilnost proučevanih vitaminov v raztopinah.  
Potrdili smo kratkoročno stabilnost vitaminov v različnih organskih topilih in v polimerni 
raztopini za elektrostatsko sukanje ter določili izkoristek vgradnje vitaminov, na podlagi 
katerega smo zaključili, da sta vitamin D3 in vitamin A acetat primerna, vitamin A pa je 
manj primeren za vgradnjo v nanovlakna. Z opazovanjem morfoloških lastnosti 
nanovlaken smo ugotovili, da imajo široko porazdelitev debelin, kar je smiselno v 
prihodnje optimizirati. V dolgoročni stabilnostni študiji sedmih izdelanih formulacij 
nanovlaken smo z vgradnjo vitaminov v nanovlakna povečali njihovo stabilnost. Salicilna 
kislina je tudi v nanovlaknih destabilizirala vitamin D3, vendar v veliko manjšem obsegu 
kot v vodnih raztopinah. Z dodanimi antioksidanti smo stabilnost vitaminov v nanovlaknih 
povečali. V zaključku smo s primerjavo konstant hitrosti razgradnje potrdili, da smo z 
vgradnjo vitaminov v nanovlakna uspeli znatno povečati njihovo stabilnost (od približno 
stokrat do nekaj tisočkrat), kar je bil naš osrednji namen. 
Ključne besede: vitamin D3, vitamin A, stabilizacija, nanovlakna, HPLC 
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ABSTRACT 
Vitamins are essential for the normal function of human body. Their usage has also spread 
in dermatology, where derivatives of lipophilic vitamins A and D are used for psoriasis 
treatment. For the local treatment of psoriasis, salicylic acid is also used, which is 
considered incompatible with vitamin D derivatives. 
In this thesis, the stability of the lipophilic vitamins D3, A and A acetate was investigated. 
The aim was to evaluate their stability in various aqueous media (tap, distilled and ultra-
pure water), to verify the destabilizing effect of salicylic acid on vitamin D3, as well as the 
stabilizing effect of selected antioxidants (vitamin E or butylhydroxytoluene) on the tested 
vitamins. Previously developed and verified high-performance liquid chromatography 
method was used for their stability evaluation. In order to increase vitamins stability, they 
were incorporated into polymeric nanofibers, prepared by electrospinning. The nanofibers 
were evaluated in terms of their morphological properties by scanning electron 
microscopy. The vitamin incorporation efficiency was also determined. The stability of the 
vitamins was evaluated based on first order reaction rate constants, which were compared 
between nanofibers and their correlating aqueous solutions. 
All three vitamins were highly unstable in aqueous solutions; however, vitamin A was 
found to be most unstable and vitamin D3 most stable among them. Vitamin D3 was found 
unstable in the presence of salicylic acid, whereas all vitamins exhibited increased stability 
in the presence of selected antioxidants (vitamin E and butylhydroxytoluene). 
After confirming the short-term stability of vitamins in various organic solvents and 
solutions for electrospinning, the selected vitamins were incorporated into polymer 
nanofibers. Based on incorporation efficiency vitamin D3 and vitamin A acetate were 
shown to be suitable for incorporation in nanofibers, whereas vitamin A was shown to be 
less suitable. Investigation of nanofiber morphology revealed a wide size distribution, 
which requires further optimization. The most important findings after long-term stability 
study of the seven formulations of nanofibers are the following: incorporation of vitamins 
in nanofibers increases their stability; the destabilizing effect of salicylic acid on vitamin 
D3 is much lower in nanofibers compared to the aqueous solutions; and addition of 
antioxidants further improves the stability of vitamins in this system. Based on the reaction 
rate constants, it can be concluded that incorporation of vitamins in nanofibers increases 
their stability from about a hundred times to several thousand times. 
Key words: vitamin D3, vitamin A, stabilization, nanofibers, HPLC  
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SEZNAM OKRAJŠAV 
1,25(OH)2D3  1α,25-dihidroksiholekalciferol ali kalcitriol 
25(OH)D3   25-hidroksivitamin D3 ali 25-hidroksiholekalciferol ali kalcidiol 
Aac    vitamin A acetat 
ACN    acetonitril 
BHT    butilhidroksitoluen 
DV    demineralizirana voda 
HPLC tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (ang. High-performance 
liquid chromatography) 
Konc   koncentriran 
mQ    ultra čista voda 
NV    nanovlakna 
PEO   polietilenoksid 
pol. razt. NV   polimerna raztopina za izdelavo nanovlaken 
PV   pitna voda 
RSD   relativni standardni odklon 
SA    salicilna kislina 
SD   standardni odklon 
SEM  vrstična elektronska mikroskopija (ang. Scanning electron 
microscopy) 
VDR   receptor za vitamin D (ang. Vitamin D Receptor) 
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1. UVOD 
Vitamini so organske spojine, ki so nujno potrebne za normalno delovanje našega telesa. 
Praviloma jih človeško telo ne more sintetizirati oz. ne v zadostni količini, zato jih moramo 
v telo vnašati s hrano ali prehranskimi dopolnili (1). 
Vitamine delimo glede na topnost na lipofilne in hidrofilne. Med vodotopne vitamine 
spadajo vitamini B-kompleksa in vitamin C. Med vitamine, ki so topni v maščobah, pa 
vitamini A, D, E in K. Pomembna razlika med obema skupinama vitaminov je njihovo 
kopičenje v telesu. Če vnesemo presežek vodotopnih vitaminov v telo, se bodo le-ti izločili 
z urinom, medtem ko se bodo vitamini, topni v maščobah, pričeli kopičiti, kar lahko 
privede do hipervitaminoz (predvsem pri vitaminih A in D) (2). 
 
1.1. Vitamin D 
Vitamin D (kalciferol) je v maščobah topen vitamin. Njegova posebnost je ta, da ga naše 
telo lahko sintetizira samo, lahko pa ga vnašamo s hrano ali prehranskimi dopolnili (3, 4). 
Vitamin D se nahaja v dveh oblikah, kot vitamin D2 (ergokalciferol) in vitamin D3 
(holekalciferol) (Slika 1), ki ima ob zaužitju večji učinek na povišanje serumske 
koncentracije 25-hidroksivitamina D – 25(OH)D kot vitamin D2 (5, 6).  
Osnovna fiziološka funkcija vitamina D je uravnavanje plazemskih koncentracij kalcija in 
fosfata (7). Vpliva tudi na ponovno nastajanje kostnine ter mineralizacijo kosti. Deluje pa 
kot hormon, ki se veže na zunajcelični receptor za vitamin D (VDR) in sproži transkripcijo 
genov, odgovornih za njegove učinke. Nekatere celice imunskega sistema (makrofagi, 
monociti in limfociti) lahko pretvorijo vitamin D v aktivno obliko – kalcitriol, hkrati pa na 
svoji površini izražajo VDR. Vezava vitamina D na te celice vpliva na umiritev vnetja 
preko različnih mehanizmov. Prav tako zmanjša možnost rakavih obolenj, kot je rak 
kolona, prostate in dojke. Pozitivno vpliva tudi na mišice, saj povečuje mišično moč in 
izboljša gibalne sposobnosti. Potrdili so tudi povezanost pomanjkanja vitamina D z 
avtoimunskimi bolezni, kot so Chronova bolezen, multipla skleroza in sladkorna bolezen 
tipa I (8). 
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Slika 1: Strukturi a) ergokalciferola (vitamin D2) in b) holekalciferola (vitamin D3), 
prirejeno po (9). 
 
1.1.1. Biosinteza vitamina D3 
Ultravijolična svetloba B z valovno dolžino med 290 nm in 315 nm povzroča fotolizo 7-
dehidroholesterola (provitamin D3) do previtamina D3. Ta kemični proces poteka v celicah 
kože, natančneje v celični membrani (10). Najvišja koncentracija provitamina D3 je v 
bazalni plasti in trnasti plasti kože, zato večina sinteze poteka tam. Sončna svetloba 
pretvori približno 15 % razpoložljivega provitamina D3 v previtamin D3 (2). Pri tem 
nastane termodinamsko nestabilni cis-cis izomer previtamina D3, ki se z izomerizacijo 
dvojnih vezi pretvori v vitamin D3. Po pretvorbi v aktivno obliko lahko zaradi svoje 
fleksibilne strukture zapusti celično membrano kožnih celic in preide v zunajcelični 
prostor, kjer se vezan na VDR prenese v jetra (10). Ugotovili so, da VDR nima nobene 
afinitete do vezave previtamina D3, ampak ima afiniteto le do vitamina D3 (11).  
Zaradi dolgotrajne izpostavitve sončni svetlobi, bi potencialno lahko prišlo do previsoke 
koncentracije vitamina D3 v telesu, vendar imamo obrambni mehanizem, ki to preprečuje. 
Pod vplivom svetlobe poteče fotoliza odvečnega previtamina D3 do biološko neaktivnih 
fotoizomerov - lumisterola in tahisterola (Slika 2) in izomerizacija vitamina D3 do 
suprasterola I in II ter 5,6-(E)-vitamina D3 (10). Melanin v koži absorbira ultravijolično 
svetlobo B in s tem zmanjša možnost pretvorbe provitamina D3 v previtamin D3. Na ta 
proces vplivajo tudi drugi zaščitni dejavniki, kot so oblačila in kreme za zaščito pred 
soncem. Na jakost ultravijoličnega sevanja vplivata tudi letni čas in geografska lega, pri 
čemer se količina izpostavljenosti sončni svetlobi zmanjšuje z večanjem oddaljenosti od 
ekvatorja (12). 
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Slika 2: Sinteza vitamina D3 v koži, prirejeno po (13). 
 
Za nastanek aktivne oblike vitamina D3 sta potrebni dve hidroksilaciji (3). Prva faza 
procesa aktivacije poteče v jetrih, kjer encim 25-hidroksilaza katalizira nastanek 
25-hidroksiholekalciferola oz. kalcidiola (25(OH)D3). Ta neaktivna oblika se po sprostitvi 
v krvni obtok, vezana na VDR prenese v ledvice, kjer v proksimalnih ledvičnih tubulih 1α-
hidroksilaza katalizira nastanek biološko aktivne oblike 1α,25-dihidroksiholekalciferol oz. 
kalcitriola (1,25(OH)2D3) (Slika 3) (4).  
 
 
Slika 3: Bioaktivacija vitamina D3, prirejeno po (14). 
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1.1.2. Hipo- in hipervitaminoza D3  
V zadnjem desetletju postaja pomanjkanje ali hipovitaminoza vitamina D3 globalni 
problem, saj ocenjujejo, da za pomanjkanjem trpi ena milijarda ljudi (15). Na količino 
vitamina D3 v telesu vpliva veliko dejavnikov, kot so rasa, starost, delež maščob v telesu, 
izpostavljenost soncu in vnos vitamina v telo (16). Najpogostejši vzroki za pomanjkanje 
vitamina so malabsorpcija maščob (absorpcija vitamina D3 se zmanjša), debelost 
(zmanjšana razpoložljivost vitamina D3), huda obolenja levic (zmanjša se sinteza 
kalcitriola) ali jeter (zmanjšana pretvorba vitamina D3 v kalcidiol) in zmanjšana sinteza 
vitamina v koži (zaradi uporabe sončnih krem, starosti, letnega časa,…) (4, 7). 
Pokazatelj pomanjkanja vitamina D je raven serumske koncentracije kalcidiola. Klinične 
referenčne vrednosti koncentracije vitamina D v krvni plazmi so: 
 ≤ 12 ng/mL nakazuje na hudo pomanjkanje vitamina D v telesu, kar vodi v rahitis 
pri otrocih in osteoporozo pri odraslih, 
 < 20 ng/mL je prenizka koncentracija za vzdrževanje splošnega zdravja in zdravja 
kosti, 
 20 - 50 ng/mL je priporočena koncentracija, 
 > 50 ng/mL lahko povzroči škodljive učinke, 
 > 60 ng/mL je potencialno toksična (17). 
 
Raziskava na evropskem prebivalstvu, kjer je v študiji sodelovalo 55.844 ljudi, je pokazala, 
da jih je kar 13 % trpelo za hudim pomanjkanjem vitamina (raven kalcidiola nižja od 12 
ng/mL), kar 40 % pa je imelo raven kalcidiola nižjo od 20 ng/mL (18). 
Na pomanjkanje vitamina D so občutljivi predvsem dojenčki in starostniki. Pri dojenčkih 
lahko pomanjkanje privede do resnih zdravstvenih težav - rahitisa, saj je potreba po kostnih 
mineralih (kalcij in fosfor) v tem obdobju največja (16). Zato otrokom do enega leta 
starosti dnevno dodajamo vitamin D v odmerku 10 μg. Pri nedonošenčkih se dodajanje 
prične že v drugem tednu starosti z odmerkom 25 μg/dan (7). Pri starejših ljudeh pa se 
lahko pojavi osteomalacija zaradi neustreznega razmerja med kalcijem in fosforjem. Pri 
tem se zmanjša mineralizacija osteoida v kosteh, kar poveča tveganja za zlome (16). 
Zaradi boljše ozaveščenosti se uporaba živil obogatenih z vitaminom D in prehranskih 
dopolnil z vitaminom D povečuje. Po drugi strani pa lahko zaradi prekomernega vnosa 
pride do hipervitaminoze. Pri dodatnem vnosu je potrebno upoštevati največji sprejemljiv 
dnevni vnos, ki znaša 100 μg vitamina D na dan za odrasle in otroke starejše od 11 let, ter 
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50 μg na dan za otroke mlajše od 10 let (19). Pri prekomernem uživanju vitamina D se 
lahko pojavijo različni neželeni učinki, kot so šibkost, bruhanje, občutek slabosti, izguba 
apetita, driska, krči,  glavobol, suha usta, povečana žeja in omotica (20). Resna neželena 
učinka, ki se lahko pojavita pri povečani serumski koncentraciji kalcidiola, sta 
hiperkalciurija (povečano izločanje kalcija z urinom) in hiperkalcemija (povečana 
koncentracija kalcija v krvi), kar lahko povzroči kalcifikacijo mehkih tkiv in poškodbe 
srca, krvnih žil in ledvic (19, 21). 
 
1.1.3. Dermalna uporaba vitamina D3  
Na trgu lahko najdemo vitamin D3 predvsem v obliki prehranskih dopolnil v različnih 
farmacevtskih oblikah - tablete, kapsule, pršila, kapljice ali šumeče tablete (22). V 
kozmetiki je njegova uporaba prepovedana, saj se nahaja na seznamu prepovedanih snovi 
za uporabo v kozmetičnih izdelkih (23). V dermatologiji pa se je razširila uporaba 
derivatov vitamina D3 (kalcitriol, kalcipotriol) za zdravljenje luskavice, saj le-ti vplivajo na 
normalizacijo hiperproliferacije keratinocitov ter zmanjšajo delež vnetnih posrednikov 
interlevkina-2 in interlevkina-6 (24, 25). Na slovenskem trgu je registrirano le eno 
zdravilo, ki vsebuje derivat vitamina D3 – kalcipotriol. Na voljo je v obliki dermalne 
raztopine (50 µg učinkovine/mL) in mazila (50 µg učinkovine/g). Zdravilo se uporablja za 
zdravljenje blage do zmerno hude oblike luskavice in spada med antipsoriatike za lokalno 
zdravljenje. Izdaja se le na recept (26). 
Pozitivne učinke dermalne uporabe kalcipotriola so potrdili tudi pri zdravljenju plešavosti 
– Alopecia areata (27). 
 
1.1.4. Stabilnost vitamina D3 
Na stabilnost vitaminov vplivajo številni dejavniki, ki se razlikujejo od vitamina do 
vitamina, med najpomembnejše sodijo temperatura, vlaga, prisotnost kisika, pH, svetloba, 
prisotnost kovinskih ionov, prisotnost drugih vitaminov in/ali kombinacija naštetih 
dejavnikov (28, 29). 
Vitamin D je stabilen v odsotnosti vode, svetlobe, nizkega pH in pri nižjih temperaturah. 
Pri izpostavitvi svetlobi ali kislemu okolju pride do izomerizacije in nastanka 5,6-trans-
izomera in izotahisterola. Pri oksidaciji pa se pretrgajo dvojne konjugirane vezi na mestih 
5,6 in 7,8 (30). V predhodni magistrski nalogi so s sistematičnim pregledovanjem 
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dejavnikov, ki lahko vplivajo na stabilnost vitamina D3, dokazali, da na nestabilnost 
vitamina vpliva prisotnost kovinskih ionov, da je najbolj stabilen v metanolu, da v 
različnih vodnih medijih stabilnost pada v naslednjem  vrstnem redu: ultra čista >> pitna > 
demineralizirana voda. Svetloba in prisotnost kisika sta zmanjšali stabilnost vitamina v 
vodnih raztopinah, medtem ko vodikov peroksid v manjših koncentracijah na njegovo 
stabilnost ni imel vpliva, v večji koncentraciji pa ga je celo stabiliziral. Vitamin D3 je bil 
najbolj stabilen pri pH okoli 7, najmanj pa v kislih raztopinah (14). 
 
1.2. Vitamin A 
Vitamin A oz. retinol spada v skupino lipidotopnih vitaminov. Udeležen je v različnih 
fizioloških procesih: sodeluje pri embrionalnem razvoju, pomemben je pri delovanju 
imunskega sistema, potreben je za proliferacijo in diferenciacijo epitelijskega tkiva, prav 
tako pa je nujno potreben za normalen vid (31). 
V hrani se vitamin A nahaja v dveh oblikah, in sicer v obliki retinoidov v hrani živalskega 
izvora (jetra, mlečni izdelki in jajca) ter v obliki karotenoidov oz. provitamina A (α-
karoten, β-karoten, likopen, lutein in β-kriptoksantin), ki se nahajajo v hrani rastlinskega 
izvora (32). Karotenoide delimo na ksantofile (v strukturi imajo kisikov atom) in karotene 
(v strukturi nimajo kisikovega atoma). Karoteni se v telesu pretvorijo v vitamin A. Najbolj 
pomemben med njimi je β-karoten, ki ima vlogo antioksidanta in je ključen za dober vid 
ter normalno delovanje imunskega sistema. Biološko aktivni so retinoidi, med katere 
spadajo retinol, retinal in retinojska kislina (Slika 4). Retinol se v telesu oksidira do 
retinala, ki je pomemben za vid, ali do retinojske kisline, ki je dejansko aktivna oblika 
vitamina A (33). 
Vitamin A se absorbira v tankem črevesju in se nato v obliki estrov shranjuje v jetrih. Ko 
pride do njegovega pomanjkanja, se retinilni estri hidrolizirajo in se prosti retinol veže na 
vitamin A vezujoče proteine, ki ga nato dostavijo v določeno tkivo. Tam se pretvori v 
retinilne estre, retinal ali retinojsko kislino. β-karoten je najučinkovitejši karotenoid, ki se 
pretvori v retinol (Slika 4). Retinojska kislina je biološko aktivna oblika vitamina A, ki se 
veže na jedrne receptorje in uravnava transkripcijo tarčnih genov (34). 
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Slika 4: Metabolne poti vitamina A, povzeto po (31). 
 
1.2.1. Hipo- in hipervitaminoza A 
Pomanjkanje vitamina A je izrazito predvsem v nerazvitih državah sveta, kjer je kronično 
pomanjkljiv vnos vitamina A s hrano, obenem pa pestijo ljudi številne okužbe (35). 
Najpogosteje so prizadeti otroci. Primanjkljaj se pojavlja zlasti zaradi slabega vnosa 
hranilnih snovi, sekundarno pa zaradi malabsorpcije lipidov in cinka, ki so pomembni za 
absorpcijo vitamina A. Prav tako lahko prekomerno uživanje alkohola vpliva na raven 
vitamina A v telesu (34).  
Prvi resnejši znak pomanjkanja vitamina je slabši vid ali nočna slepota, ki je posledica 
zmanjšanja sinteze pigmenta rodopsina, ki pa je potreben za vid in razločevanje barv v 
mraku. Nadaljnje pomanjkanje lahko vodi do kseroftamije (stanje, ko oko ni sposobno 
proizvajati solz), pa vse do popolne slepote. Pomanjkanje vitamina A je povezano tudi z 
delovanjem imunskega sistema in povečano dovzetnostjo za okužbe. Ostale možne 
posledice pomanjkanja so vnetje oči, utrujenost, suhe in razpokane ustnice, driska, okužbe 
mehurja, vaginalne okužbe, okužbe dihal in slabo celjenje ran. Pogosto se pojavijo tudi 
težave na koži. Zaradi povečanega izločanja loja in stopnje poroženelosti se pojavi aknasta 
in luskava koža ter poveča se dovzetnost za okužbe. Pri otrocih se lahko upočasni rast, ob 
tem pa se pojavijo nepravilnosti pri razvoju skeleta. Pomanjkanje retinola lahko vpliva na 
nepravilen razvoj zarodka pri nosečnicah, kar lahko povzroči spontani splav (33). 
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Prekomeren vnos vitamina A ima lahko toksične posledice in vodi v različne zdravstvene 
težave, kot so slabost, bruhanje, anoreksija, glavobol, zamegljen vid, izpadanje las, šibkost 
mišic. Dolgoročen prekomeren vnos vitamina A vodi v anemijo, zmanjšanje telesne teže in 
zlomov kosti. Visoko raven vitamina A so povezali tudi z osteoporozo in zlomi kolkov, saj 
se lahko veže na enake receptorje kot vitamin D, kar lahko posledično vodi v zmanjšano 
kostno gostoto. Izkazalo se je, da pri mladih bolnikih, ki se zdravijo s sistemskimi retinoidi 
zaradi kroničnih bolezni, kot je luskavice ali ihtioze, lahko pride do prezgodnjega zaprtja 
epifizne plošče (34). 
Pri uporabi retinoidov, zlasti retinojske kisline, je potrebna posebna previdnost pri 
nosečnicah zaradi potencialnih teratogenih učinkov (36). Povečana količina vitamina A 
lahko povzroči nepravilen razvoj plodu (33). 
Priporočen vnos vitamina A za dojenčke do enega leta starosti je 400-600 µg na dan in 
600-800 µg na dan za otroke do 8. leta starosti. Za odrasle moške je priporočen dnevni 
odmerek 900 µg na dan, za ženske pa 800 µg na dan. Naravni vir vitamina A je korenje, 
jetra živali, listi brokolija, sladki krompir, špinača, buča idr. Približno 1 µg β-karotena se 
pretvori v 0,5 µg vitamina A. Absorpcija vitamina A je odvisna tudi od hrane, več kot je 
zraven maščob, bolje se vitamin A absorbira (34).  
 
1.2.2. Dermalna uporaba vitamina A  
Retinoidi se že vrsto let uporabljajo kozmetiki in v dermatologiji. V kozmetičnih izdelkih 
se uporabljajo retinoidi v obliki retinola in njegovih estrov (retinol palmitat, retinol acetat 
itd.) kot kozmetično aktivne sestavine v boju proti staranju (33). V dermatologiji so 
namenjeni zdravljenju številnih kožnih bolezni, vključno z luskavico, aknami in 
fotostarano kožo (37). Namenjeni so zaviranju znakov fotostaranja kože, zmanjševanju gub 
in pigmentnih madežev (33). Eden izmed najbolj učinkovitih retinoidov je retinojska 
kislina (tretinoin), ki se v ZDA uporablja za zdravljenje aken in nego fotostarane kože, saj 
je njena uporaba na koži v obliki kreme odobrena s strani Ameriškega urada za hrano in 
zdravila (FDA) (38). V Evropi je registrirana kot zdravilo, zato je njena uporaba v 
kozmetičnih izdelkih prepovedana (39). Na slovenskem trgu sta dve registrirani zdravili, ki 
vsebujeta retinoidni učinkovini: retinojsko kislino in tazaroten (33). Tazaroten je edini 
retinoid, ki se lahko uporablja za zdravljenje blage do srednje težke oblike luskavice (37).  
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1.2.3. Stabilnost vitamina A 
Vitamin A je dobro topen v večini organskih topil, ni pa topen v vodi in glicerolu (40). 
Zelo je občutljiv na svetlobo in prisotnost oksidantov, občutljiv je na povišano temperaturo 
in prisotnost kislin ter neobčutljiv oz. delno občutljiv na prisotno vlago, reducente in baze 
(41). V farmacevtski in živilski industriji vitamin A uporabljamo predvsem v obliki 
acetatnega ali palmitatnega estra, saj sta obe obliki bolj stabilni kot prosta oblika vitamina 
(42). 
 
1.3. Luskavica in uporaba vitaminov za njeno zdravljenje 
Luskavica je kronična kožna bolezen, ki značilno prizadene dele telesa, kot so komolci, 
kolena, lasišče in območje križa, lahko pa se pojavi tudi drugje. Zanjo je značilno, da se na 
koži pojavijo luske, srebrnobele, odebeljene in eritematozne kožne lehe. Območja, kjer se 
pojavi, navadno srbijo, bolijo ali krvavijo (24). Kožne celice normalno dozorijo in se 
odluščijo v 28-30 dneh, pri luskavici pa se ta cikel obnavljanja skrajša na 3-4 dni. 
Luskavica je imunsko pogojena bolezen, pri čemer celice T in citokini sodelujejo pri 
vnetju. Pri luskavici se celice T, ki v normalnih pogojih ščitijo telo pred okužbami, 
aktivirajo in potujejo v kožo, kjer sproščajo citokine, ki pospešijo proliferacijo kožnih celic 
in povzročijo lokalno vnetje (46). V lezijah keratinociti proliferirajo in zorijo zelo hitro, 
kar vodi do nepopolne diferenciacije in njihovega nalaganje na površino kože v obliki lusk 
(25, 43). 
Vzrok nastanka luskavice še ni dodobra raziskan, vendar znanstveniki menijo, da na njen 
razvoj vpliva več dejavnikov, kot so genetski dejavniki, dejavniki okolja (stres, poškodbe 
kože, okužbe in nekatera zdravila) in imunski odziv. Večinoma se pojavlja v ciklih. Bolnik 
je lahko nekaj časa brez simptomov, ko bolezen miruje, nato pa se zopet pojavijo (44).  
Luskavica prizadene približno 2 % prebivalcev, tako moške kot ženske. Najpogosteje se 
pojavlja v Severni Evropi, kjer prizadene približno 3 % celotne populacije, pojavnost v 
Sloveniji je približno 2 %, na Japonskem 0,2 %, pri Eskimih in Indijancih pa je pojavnost 
bolezni ničelna. Razlike so verjetno pogojene z genetiko in dejavniki okolja (45).  
Poznamo dve vrsti luskavice. Tip I ali zgodnja luskavica se pojavi pred 40. letom starosti 
in je najbolj pogosta. Pri tem tipu so kožne spremembe obsežnejše, potek bolezni je težji. 
Tip II ali pozna luskavica se pojavi po 40. letu starosti. Pogosteje prizadene sklepe in 
nohte, kožne spremembe pa so milejše kot pri tipu I. Ker je luskavica dedno pogojena, ima 
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otrok, katerega starš je zbolel, 10-20 % možnosti, da tudi sam zboli. Če jo imata oba starša, 
je verjetnost pojavnosti pri otroku 60-70 % (45). 
Luskavico v današnjem času dobro obvladujemo. Na voljo imamo različna zdravila in 
načine zdravljenja, ki pa so odvisni od posameznega bolnika. Zdravila pomagajo 
odstranjevati luske, gladijo kožo, upočasnijo prehitro in pretirano poroženevanje ali 
zaustavijo vnetni proces. Zdravljenje je odvisno od stopnje težavnosti bolezni (Slika 5). 
Bolnike z lažjimi oblikami luskavice zdravimo lokalno, bolnike s težjo obliko pa lokalno in 
sistematsko (44, 45). 
 
 
Slika 5: Stopnje zdravljenja glede na težavnost luskavice, prirejeno po (44). 
 
Luskavico zdravimo v treh stopnjah, odvisno od stopnje bolezni (44). 
1. Za lokalno zdravljenje uporabljamo: 
 Katrane: Katrani delujejo protivnetno in keratolitično, zmanjšujejo tudi 
srbečico, vendar so zaradi možne kancerogenosti vedno manj v uporabi (24, 
45). 
 Dermalne retinoide: Tazaroten je edini retinoid, ki se uporablja za zdravljenje 
blage do srednje stopnje luskavice. Vpliva na razmnoževanje kožnih celic, 
njihovo diferenciacijo ter ima protivnetni učinek. Uporablja se v obliki gela ali 
kreme, ki vsebuje 0,05 % ali 0,1 % učinkovine. Najpogostejši neželeni učinki so 
srbenje, pekoč občutek in rdečica (47).  
 Keratolitike: Salicilna kislina sama ali v kombinaciji z dermalno uporabo 
kortikosteroidov pogosto uporabljamo pri zdravljenju luskavice zaradi svojega 
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keratoličnega delovanja (48). Lahko deluje po dveh različnih poteh, obe vodita 
do luščenja keratinocitov oz. do odstranitve lusk s površine kože (Slika 6). Z 
raztapljanjem intercelularnih komponent, ki povezujejo celice, zmanjša 
intercelularno kohezivnost med roženimi celicami. Prav tako zniža pH na 
površini rožene plasti kože, kar posledično vpliva na hidratacijo in mehčanje 
kože (49). V kombinaciji z dermalno uporabo kortikosteroidov ojača njihov 
učinek, saj poveča njihovo absorpcijo skozi kožo (48). Uporablja se lahko v 
skoraj vsakem vehiklu v koncentraciji 0,5 – 6 % (49).  
 Analoge vitamina D3 za dermalno uporabo: Kalcipotriol se uporablja za 
zdravljenje blage in srednje hude oblike luskavice. Krema ali mazilo, ki vsebuje 
0,005 % kalcipotrilola, se nanaša 6 do 8 tednov dvakrat dnevno na prizadeta 
mesta (24). Deluje tako, da zmanjša proliferacijo epidermalnih celic in pospeši 
njihovo diferenciacijo v oboleli koži. V kombinaciji z drugimi terapijami 
(ultravijolična svetloba B, psoralen + ultravijolična svetloba A, ciklosporin) se 
lahko uporablja za zdravljenje hudih oblik luskavice. Sočasno uporabo s 
salicilno kislino odsvetujemo zaradi njenega destabilizirajočega učinka na 
kalcipotriol. Če je potrebna ta kombinacija, se ju nanaša s časovnim zamikom 
(50). Najbolj pogosti neželeni učinek je draženje kože (51). Kalcitriol ima 
podoben učinek kot kalcipotriol, a je manj dražeč (25). 
 Kortikosteroidi za dermalno uporabo: Kortikosteroide zaradi njihove 
učinkovitosti še vedno najpogosteje uporabljamo pri zdravljenju luskavice. 
Vgradimo jih lahko v različne izdelke, kot so geli, kreme, pene, losjoni, olja in 
razpršila. Vplivajo na prepisovanje genov, kar se kaže v zmanjšanju vnetnih 
procesov v dermisu, proliferacije keratinocitov in imunskega odgovora. Delimo 
jih glede na učinkovitost. Zelo učinkovite uporabljamo do dva tedna za lokalno 
zdravljenje, nato jih moramo zamenjati z manj učinkovitimi učinkovinami, 
vendar je tudi uporaba teh omejena. Pri dolgotrajnem zdravljenju uporabljamo 
kortikosteroide s prekinitvami oz. v ciklih, dokler se stanje ne izboljša. V 
primeru, da je prizadete več kot 20 % kože, se uporaba kortikosteroidov 
odsvetuje (45, 52). 
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Slika 6: Možni mehanizmi delovanja salicilne kisline (49). 
 
2. Za obsevalno zdravljenje uporabljamo: 
 Fototerapijo: Kadar lokalno zdravljenje z zdravili ni dovolj učinkovito ali gre za 
težjo obliko bolezni, uporabljamo fototerapijo. Pri tem uporabljamo 
ultravijolično svetlobo B z valovno dolžino 290 do 320 nm in ultravijolično 
svetlobo A z valovno dolžino 320 do 400 nm. Največji učinek ima 
ultravijolična svetloba B z valovno dolžino 313 nm, ki je tudi bolj varna od 
ultravijolične svetlobe A svetlobe. Ker je ultravijolična svetloba A prešibka, da 
bi blažila simptome luskavice, jo uporabljamo v kombinaciji s peroralno ali 
dermalno uporabo psoralena (24, 45). 
 
3. Za sistemsko zdravljenje uporabljamo: 
 Ciklosporin: Deluje kot zaviralec imunskega sistema, preprečuje aktivacijo T-
limfocitov in transkripcijo genov za citokine pomembnih za vzdrževanje 
patogenih mehanizmov pri luskavici. Zaradi resnih neželenih učinkov ga 
redkeje uporabljamo (45). 
 Metotreksat: Citostatik, ki ga uporabljamo pri hudih oblikah luskavice. Deluje 
tako, da zavira sintezo DNA v celicah, zavira T in B limfocite, s tem pa se 
zmanjša izločanje citokinov. Ima številne in resne neželene učinke (45). 
 Biološka zdravila: So najnovejša oblika zdravljenja luskavice, razvita z 
namenom zmanjšanja neželenih učinkov, ki jih imajo klasična zdravila za 
zdravljenje luskavice. Njihova značilnost je, da selektivno ciljajo limfocite T 
(zmanjšati število aktivnih limfocitov T, zavreti njihovo aktivacijo) in vnetne 
citokine (zavreti njihovo delovanje) ter s tem zmanjšajo vnetje. Najbolj poznana 
biološka zdravila za zdravljenje luskavice so alefacept, efalizumab in 
eteranecept (24). 
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1.4. Nanovlakna 
Nanovlakna so drobna trdna vlakna, katerih premer znaša od nekaj nm do 1000 nm. Zaradi 
velikega razmerja med površino in volumnom izkazujejo edinstvene lastnosti, kot so boljša 
prožnost in mehanske lastnosti kot isti material mikro- ali makrovelikosti, poroznost in 
dobra adhezivnost. Zaradi teh lastnosti so polimerna nanovlakna primerna za uporabo na 
različnih področjih. Uporabljamo jih za biomedicinske namene (izdelki za celjenje ran, 
dostavni sistemi za vnos učinkovin, tkivni nadomestki), za izdelavo filtrov, afinitetnih 
membran, zaščitnih oblačil ter v kozmetiki (53). 
Poznamo več metod za pripravo nanovlaken, najpogosteje pa uporabljamo elektrostatsko 
sukanje (Slika 7), ki temelji na enosmernem raztezanju viskoelastične raztopine, za kar 
uporablja električno silo. Osnovno raztopino za elektrostatsko sukanje napolnimo v brizgo, 
na katero predhodno pritrdimo ustrezno kovinsko iglo. Zbiralo ozemljimo, kovinsko iglo 
pa povežemo z virom visoke električne napetosti. Ko se vzpostavi dovolj močno električno 
polje med zbiralom in kovinsko iglo, se tvori tanek curek, saj električna sila premaga silo 
površinske napetosti v kapljici raztopine. Pri tem curek potuje do kovinskega zbirala, 
kamor se nalagajo nanovlakna. Na poti do zbirala iz curka izhlapeva topilo, kar omogoča, 
da se na zbiralu nalagajo suha vlakna (53, 54). 
Cilj izdelave nanovlaken je izdelati vlakna z ustreznim premerom, brez vozlov in doseči 
ponovljivost samega postopka izdelave. Na nastajanje in strukturo nanovlaken vplivajo 
različni dejavniki, kot so procesne spremenljivke, lastnosti polimerne raztopine in 
temperatura ter vlažnost delovnega okolja. Med procesne spremenljivke uvrščamo pretok 
polimerne raztopine, razdaljo med zbiralom in kovinsko iglo ter električno napetost. Med 
kritične lastnosti polimerne raztopine pa prevodnost, hlapnost topila, površinsko napetost 
ter koncentracijo oz. viskoznost raztopine (55). 
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Slika 7: Shema naprave za elektrostatsko sukanje: (a) polimerna raztopina, (b) kovinska 
igla (šoba), (c) črpalka, (d) vir visoke napetosti, (e) nanovlakna, (f) ozemljeno zbiralo, 
prirejeno po (56). 
 
1.4.1. Dermalna uporaba nanodostavnih sistemov 
Koža predstavlja zaščito pred zunanjimi dejavniki, vstopom kemikalij in mikroorganizmov 
v telo, omejuje izgubo vode in uravnava telesno temperaturo, a obenem je lahko pot za 
dostavo zdravilnih učinkovin. Dostava učinkovin skozi kožo zmanjša sistemsko 
izpostavljenost zdravilnim učinkovinam, zmanjša potreben odmerek za dosego 
terapevtskega učinka in posledično zmanjša pojavnost neželenih učinkov. Takšna dostava 
učinkovin omogoča visoko koncentracijo le-teh v zgornjih plasteh kože, kjer je običajno 
mesto delovanja učinkovin pri dermatoloških spremembah. Uspešnost dostave je odvisna 
od fizikalno-kemijskih lastnosti učinkovine in dostavnega sistema (57, 58).  
Za dermalno dostavo nestabilnih in lipofilnih učinkovin se uporabljajo tudi nanodostavni 
sistemi (npr. nanovlakna, liposomi, trdni lipidni nanodelci, polimerni miceli, 
mikroemulzije, tekoči kristali). Ti dostavni sistemi lahko omogočajo tudi večjo topnost 
učinkovin, kemijsko in fizikalno zaščito ter prirejeno sproščanje (57). Vitamina A in D sta 
nestabilna na svetlobi, povišani temperaturi in zraku (59). Z namenom stabilizacije, 
povečanja absorpcije in biološkega učinka, je njuna vgradnja v tak dostavni sistem 
smiselna (60). 
Nanovlakna, ki so izdelana z elektrostatskim sukanjem, ponujajo veliko možnosti:  
- za njihovo izdelavo, lahko uporabljamo različne raztopine, tako naravnih polimerov 
(hitosan, kolagen, svila, želatina,..) kot sinteznih polimerov (polimlečna kislina, 
poliglikolna kislina, polivinilpirolidon,…),  
- visoko razmerje med površino in volumnom omogoča učinkovito dostavo tako lipofilnih 
kot hidrofilnih učinkovin,  
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- profil sproščanja vgrajene učinkovine lahko prilagajamo s spreminjanjem deleža 
polimerov v raztopini, premerom vlaken, morfologijo in poroznostjo vlaken,  
- omogočajo podaljšano sproščanje, kar poveča sodelovanje bolnikov in zmanjša frekvenco 
uporabe zdravil,  
- nanovlakna lahko uporabimo v izdelkih za celjenje ran. 
 
Nanovlakna kot dermalni dostavni sistem lahko uporabljamo na različnih področjih: 
okužene rane (vgradnja antibiotikov v nanovlakna s takojšnjim sproščanjem), kronične 
rane, opekline (z nanovlakni zaščitimo rano, porozna struktura omogoča izmenjavo tekočin 
in plinov z okoljem, majhna velikost por onemogoča vdor mikroorganizmov, lokalno 
sproščanje učinkovine), kozmetični izdelki (vlaženje kože, dostava kozmetično aktivnih 
sestavin) in lokalna anestezija (58). 
Uporabe polimernih nanovlaken, kot potencialnega dostavnega sistema zdravilnih 
učinkovin, je obetavna na področju zdravljenja luskavice. V eni izmed objavljenih raziskav 
so se lotili optimizacije izdelave polimernih nanovlaken v katera so vgradili salicilno 
kislino, metilni ester salicilne kisline ter kapsaicin, torej učinkovine, ki lajšajo simptome te 
bolezni. Z optimiziranjem postopka izdelave so z elektrostatskim sukanjem izdelali 
homogena nanovlakna s premerom 800-900 nm. Prav tako je bila vgradnja učinkovin v ta 
sistem zelo učinkovita. Obenem so dokazali stabilnost učinkovin v nanovlaknih in 
ugotovili, da pride znotraj 15ih dni predvidoma zaradi izhlapevanja, do delne izgube 
metilnega estra salicilne kisline (61). 
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2. NAMEN DELA 
Vitamini so nujno potrebni za normalno delovanje našega telesa. Nekateri derivati 
lipofilnih vitaminov A in D so uporabni za lokalno zdravljenje luskavice. V magistrski 
nalogi se bomo osredotočili na proučevanje stabilnosti naslednjih lipofilnih vitaminov: D3, 
A in A acetata. Za vrednotenje stabilnosti izbranih vitaminov bomo uporabili že vpeljano 
metodo tekočinske kromatografije visoke ločljivosti. Primernost metode za naš namen dela 
bomo predhodno ustrezno ovrednotili. 
Sprva bomo ovrednotili stabilnost vitaminov v različnih vodnih medijih (pitna, destilirana 
in ultra čista voda), kar ponazarja vehikel, ki se velikokrat uporablja za pripravo dermalnih 
raztopin. Preverili bomo tudi, ali salicilna kislina destabilizira vitamin D3 in kako izbrani 
antioksidanti (vitamin E in BHT) stabilizirajo izbrane vitamine.  
Z namenom povečanja stabilizacije vitaminov bomo le-te v nadaljevanju vgradili v 
polimerna nanovlakna. Za izdelavo nanovlaken bomo uporabili predhodno razvito metodo 
z elektrostatskim sukanjem ter določili delež vgradnje vitaminov, morfološke lastnosti 
izdelanih nanovlaken pa bomo ugotavljali z vrstično elektronsko mikroskopijo. Ker je 
osnova za izdelavo nanovlaken organsko topilo, bomo že pred izdelavo proučili stabilnost 
vitaminov v nekaterih organskih topilih (96 % etanol, 100 % etanol in metanol) in izbrali 
najprimernejše topilo.  
Pri vgradnji vitaminov z in brez antioksidantov v nanovlakna se bomo osredotočili 
predvsem na to, ali je ta sistem zmožen stabilizirati vitamine ter v kolikšni meri. Še 
posebej nas bo zanimalo, ali sočasna vgradnja salicilne kisline in vitamina D3 v nanovlakna 
izboljša njuno združljivost. Tak sistem bi bil potencialno uporaben za sočasno dostavo 
obeh učinkovin na kožo pri zdravljenju luskavice. Stabilnost vitaminov v nanovlaknih 
bomo proučevali daljše časovno obdobje, do 2 meseca.  
V zaključku bomo kvantitativno oz. na osnovi določitve konstant hitrosti razgradnje 
ovrednotili učinek stabilizacije vitaminov z vgradnjo v nanovlakna v primerjavi s 
stabilnostjo v vodnih raztopinah. 
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3. EKSPERIMENTALNI DEL 
3.1. Materiali 
3.1.1. Reagenti in standardi 
 Acetonitril, C2H3N, M = 41,05 g/mol, HPLC grade ≥99,9 % (Honeywell, Nemčija) 
 Butilhidroksitoluen, C15H24O, M = 220,35 g/mol, ≥99 % (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
 Demineralizirana voda, Fakulteta za farmacijo 
 Etanol 96%, C2H5OH; za analizo (GramMol, Hrvaška) in (Pharmachem, Slovenija) 
 Etanol abs. C2H5OH, M = 46 g/mol, ≥99,8 % (Honeywell, Nemčija) 
 Kolliphor® P407, poloksamer 407 (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
 Metanol, CH3OH, M = 32,04 g/mol, HPLC grade ≥99,9 % (Honeywell, Nemčija) 
 MiliQ voda, Fakulteta za farmacijo 
 Polietilen oksid, PEO, M = 400,000 g/mol (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
 Retinol, C20H30O, M = 286,45 g/mol, ≥97,5 % (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
 Retinil acetat, C22H32O2, M = 328,49 g/mol, 99,8 % (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
 Salicilna kislina, C7H6O3, M = 138,1 g/mol (Lex, Slovenija) 
 Silikagel 30% rumeni delci velikosti 2-5 mm, M = 60,08 g/mol (Kemika, Hrvaška) 
 Vitamin D3, C27H44O, M = 384,64 g/mol, ≥98 % (Sigma Aldrich, Nemčija) 
 Vitamin E, C29H50O2, M = 430,72 g/mol, 97,3 % (Carbosynth, Velika Britanija) 
 Vodovodna voda, Fakulteta za farmacijo 
 
3.1.2. Naprave in pribor 
 Analitska tehtnica Excellence Plus (Mettler Toledo, Švica) 
 Avtomatske pipete 20-200 µL, 100-1000 µL (Eppendorf, Nemčija) 
 Eksikator (Brand, Nemčija) 
 Filter za filtracijo vzorcev Minisart® RC z velikostjo por 0,45 µm (Sartorius, 
Nemčija) 
 HPLC sistem 1100-1200 (Agilent Technologies, ZDA) 
o Kvarterna črpalka 
o Avtomatski vzorčevalnik 
o Termostat za kolono 
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o UV-VIS detektor 
o Programska oprema ChemStation 
o Kolona Gemini C18 100 × 3,0 mm, 3 µm (Phenomenex, ZDA) 
o Predkolona Luna C18 4 × 3,0  mm (Phenomenex, ZDA) 
 Magnetno mešalo (IKA® RCT basic, Nemčija) 
 Naprava za elektrostatsko sukanje  
o Generator visoke napetosti, model HVG-P50-R-EU, Linari Engineering 
s.r.l., Italija 
o Črpalka, model R-99, Razel Scientific, ZDA 
o Planarno zbiralo (nosilec obdan z aluminijasto folijo) 
o Plastična brizga, 20 mL, B. Braun, ZDA 
o Kovinska igla z notranjim premerom 0,8 mm, Linari Engineering s.r.l., 
Italija 
 Parafilm (Bemis NA, ZDA) 
 Sistem za pripravo MiliQ vode A10 Advantage (Millipore Corporation, ZDA) 
 Steklovina (čaše, merilne bučke, merilni valji, zamaški, čolnički za tehtanje, viale, 
erlenmajerice z obrusom) 
 Ultrazvočna kadička Sonis 4 (Iskra Pio, Slovenija) 
 Vrstični elektronski mikroskop CX41RF (Olympus Corporation, Filipini) 
3.2. Metode 
3.2.1. Analizna metoda in vrednotenje metode 
3.2.1.1. Kromatografski pogoji 
Za vrednotenje vitaminov smo uporabili predhodno razvito metodo (14). Kromatografski 
pogoji so bili naslednji: 
 Kolona: Gemini C18 100 × 3,0 mm, 3 µm s predkolono Luna C18 4 × 3,0  mm 
 Mobilna faza: ACN : mQ = 99 : 1 
 Pretok mobilne faze: 1 mL/min 
 Temperatura kolone: 40 °C 
 Temperatura avtomatskega vzorčevalnika: 25 °C 
 Valovna dolžina detekcije vitamina D3: 265 nm 
 Valovna dolžina detekcije vitamina A in A acetat: 325 nm 
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 Volumen injiciranja: 10 μL 
 Čas analize: 3-5 min, odvisno od analiziranega vitamina 
 Retencijski čas vitamina A: 1,1 min 
 Retencijski čas vitamina A acetata: 1,5 min 
 Retencijski čas vitamina D3: 3,3 min 
3.2.1.2. Selektivnost metode 
Metoda je selektivna, če je zmožna razlikovanja oz. ločevanja med posameznimi analiti v 
istem vzorcu. Torej lahko kljub prisotnosti nečistot, pomožnih snovi ali drugih komponent 
vrednotimo izbrani analit (62). 
Selektivnost smo vrednotili tako, da smo analizirali vzorec praznih nanovlaken, standardne 
raztopine vitaminov D3, A in A acetata ter vzorec praznih nanovlaken z naknadno dodano 
standardno raztopino vitamina D3, vitamina A in A acetata.  
Standardne raztopine posameznih vitaminov D3, A in A acetata smo pripravili tako, da smo 
natehtali 30 mg posameznega vitamina, ga kvantitativno prenesli v 5 mL bučko in 
dopolnili do oznake s 96 % etanolom. Raztopino smo nato 100-krat redčili z enakim 
topilom, tako da smo pripravili raztopino s koncentracijo 60 mg/L. V vialo smo 
odpipetirali 100 μL standarde raztopine vitamina s koncentracijo 60 mg/L ter 900 μL 96 % 
etanola in tako pripravili standardne raztopine posameznih vitaminov D3, A in A acetata s 
koncentracijo 6 mg/L.  
Za pripravo vzorca praznih nanovlaken smo natehtali 5 mg praznih nanovlaken, jih 
kvantitativno prenesli v 5 mL bučko ter jo približno do polovice dopolnili s 96 % 
etanolom. Bučko smo zatesnili z zamaškom in jo postavili v ultrazvočno kadičko ter 
počakali, da so se nanovlakna popolnoma raztopila. Nato smo bučko do oznake dopolnili s 
topilom. Raztopino smo nato prefiltrirali, del filtrata smo zavrgli, ostali del pa porabili za 
analizo. V vialo za analizo HPLC odpipetirali 1000 µL filtrirane raztopine praznih 
nanovlaken.  
Za pripravo vzorca praznih nanovlaken z dodatkom vitamina D3, A ali A acetat smo v vialo 
odpipetirali 900 µL prefiltrirane raztopine praznih nanovlaken ter dodali 100 µL 
standardne raztopine posameznega vitamina s koncentracijo 60 mg/L. Pripravljene vzorce 
smo analizirali z metodo HPLC ter primerjali, ali se na kromatogramih pri retencijskih 
časih vitaminov (D3, A in A acetat) pojavlja še kakšen dodaten kromatografski vrh. 
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3.2.1.3. Linearnost metode 
Metoda je linearna, če so odzivi v določenem območju premosorazmerni s koncentracijo 
analizirane spojine v vzorcu. Na podlagi rezultatov dobimo umeritveno premico in 
korelacijski faktor (r
2
), ki ima pri popolnoma linearnem odnosu vrednost 1 (62). Linearnost 
smo vrednotili s standardnimi raztopinami vitaminov D3, A in A acetata različnih 
koncentracij. 
Standardno raztopino vitaminov D3, A acetat ali A acetat s koncentracijo 60 mg/L, ki smo 
jo pripravili po postopku opisanem v poglavju 3.2.1.2., smo 20-krat (končna koncentracija 
3 mg/L), 10-krat (končna koncentracija 6 mg/L), 6-krat (končna koncentracija 10 mg/L) in 
3-krat redčili (končna koncentracija 20 mg/L) s 96 % etanolom. Tako pripravljene vzorce 
smo analizirali z metodo HPLC, izrisali umeritveno premico in določili r
2
. Kot kriterij za 
linearnost smo postavili r
2 
˃ 0,999. 
 
3.2.1.4. Ponovljivost metode 
Kako se posamezne serije meritev enakega vzorca razlikujejo med seboj nam pove 
ponovljivost metode. Podamo jo kot standardni odklon (SD) ali relativni standardni odklon 
(RSD) (62).  
Vrednotili smo ponovljivost postopka priprave vzorca nanovlaken z vitaminom D3, A ali A 
acetat. Vzorce smo pripravili v treh paralelah po postopku opisanem v poglavju 3.2.3.4. ter 
tako preverili, ali je metoda ponovljiva. Kot kriterij za ponovljivost metode smo postavili 
RSD < 10 %. 
 
3.2.1.5. Izkoristek priprave vzorca  
Izračun izkoristka uporabljamo za vrednotenje uspešnosti priprave vzorcev in določitev 
morebitnih izgub, ki lahko nastanejo med pripravo vzorca (63). 
Za vrednotenje izkoristka smo pripravili tri različne vzorce v treh paralelah, ločeno za vsak 
vitamin. Standardne raztopine vitaminov D3, A in A acetat s koncentracijo 60 mg/L smo 
pripravili po postopku opisanem v poglavju 3.2.1.2. 100 µL teh raztopin smo odpipetirali v 
vialo ter dodali 500 µL 96 % etanola (končna koncentracija vitaminov je bila 10 mg/L). 
Vzorec nanovlaken smo pripravili tako, da smo natehtali 5 mg nanovlaken z vgrajenim 
vitaminom D3, A ali A acetatom, jih kvantitativno prenesli v 5 mL bučko in dopolnili s 96 
% etanolom približno do polovice bučke. Vzorec smo postavili v ultrazvočno kadičko, da 
so se nanovlakna popolnoma raztopila ter nato bučko dopolnili s 96 % etanolom do 
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oznake, nato smo vzorec filtrirali, del filtrata smo zavrgli, ostali del pa uporabili za analizo. 
Za vzorec nanovlaken z dodano standardno raztopino vitamina D3, A ali A acetat smo v 5 
mL bučko natehtali 5 mg nanovlaken, dodali 833 µL standardne raztopine ustreznega 
vitamina s koncentracijo 60 mg/L, bučko napolnili približno do polovice s 96 % etanolom 
ter vzorec postavili v ultrazvočno kadičko, da so se nanovlakna popolnoma raztopila. Nato 
smo bučko dopolnili s 96 % etanolom do oznake. 
Vzorce smo filtrirali, del filtrata smo zavrgli, ostalo smo pa filtrirali neposredno v vialo ter 
jih analizirali z metodo HPLC. Po enačbi 1 smo izračunali izkoristek priprave vzorca. 
 
               
                                       
               
                       Enačba 1 
 
                         … odziv vitamina v vzorcu nanovlaken z dodanim 
standardom vitamina 
              … odziv vitamina v vzorcu nanovlaken 
                … odziv standardne raztopine vitamina 
Kot kriterij sprejemljivosti smo postavili vrednost izkoristka 100 ± 10 %. 
 
3.2.2. Stabilnost vitaminov v raztopinah 
3.2.2.1. Stabilnost vitaminov v organskih topilih 
Za preverjanje stabilnost vitamina D3, A in A acetata v treh različnih organskih topilih smo 
uporabili 96 % etanol, 100 % etanol in metanol. Trikrat smo natehtali 2 mg posameznega 
vitamina (D3, A in A acetat) na tehtalni čolniček in ga kvantitativno prenesli v 2 mL bučko. 
Prvo bučko smo dopolnili do oznake s 96 % etanolom, drugo s 100 % etanolom in tretjo z 
metanolom. Vzorce so nadaljnje redčili tako, da smo iz vsake bučke odpipetirali 100 µL 
vzorca in ga prenesli v 10 mL bučko, ki smo jo dopolnili do oznake z istim organskim 
topilom. Za vsako topilo smo naredili po 2 paraleli vzorca. Vzorce smo analizirali z 
metodo HPLC takoj po pripravi in znotraj 24ih ur v različnih časovnih točkah, pri sobni 
temperaturi.  
 
3.2.2.2. Stabilnost vitaminov v vodnih medijih 
Stabilnost vitaminov smo preverili v različnih vodnih medijih. Natehtali smo 5 mg 
posameznega vitamina (D3, A in A acetat), ga kvantitativno prenesli v 5 mL bučko ter 
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dopolnili z metanolom do oznake. Tako pripravljeno osnovno standardno raztopino smo 
nadaljnje redčili z ustreznim vodnim medijem (pitna voda - PV, demineralizirana voda – 
DV in ultra čista voda – mQ) in z metanolom, kot referenčnim topilom. Odpipetirali smo 
20 µL osnovne standardne raztopine vitamina in jo prenesli v vialo ter dodali 980 µL 
izbranega topila. Za vsak medij smo naredili po 2 paraleli vzorca. Vzorce smo analizirali z 
metodo HPLC takoj po pripravi in znotraj 24ih ur v različnih časovnih točkah, pri sobni 
temperaturi.  
 
3.2.2.3. Stabilnost vitaminov v izbranem vodnem mediju 
Vitamin D3 
Priprava standardnih raztopin:  
 Vitamina D3 s koncentracijo 1 mg/mL 
Na tehtalni čolniček smo natehtali 2 mg vitamina D3, ga kvantitativno prenesli v 2 
mL bučko ter dopolnili do oznake z ustreznim organskim topilom (96 % etanol, 
100 % etanol ali metanol). 
 SA s koncentracijo 1 mg/mL 
Na tehtalni čolniček smo natehtali 5 mg SA, jo kvantitativno prenesli v 5 mL bučko 
ter dopolnili do oznake z ustreznim organskim topilom (96 % etanol, 100 % etanol 
ali metanol). 
 Vitamina E s koncentracijo 2,4 mg/mL 
V 5 mL bučko smo natehtali 12 mg vitamina E ter dopolnili do oznake z ustreznim 
organskim topilom (96 % etanol, 100 % etanol ali metanol). 
 
V preliminarnem poskusu smo uporabili standardne raztopine vitamina D3, SA in vitamina 
E v treh različnih organskih. Za vsako organsko topilo smo pripravili tri različne vzorce 
(D3, D3 z dodatkom SA in D3 z dodatkom SA in vitamina E) v dveh paralelah, kot je 
ponazorjeno v Preglednica I (prvi trije vzorci). Kot vodni medij smo uporabili DV. Pri tem 
poskusu smo pripravili vse vzorce sočasno in jih nato analizirali z metodo HPLC ter 
opazovali njihovo stabilnost v času 24 ur v različnih časovnih točkah. 
Nato smo ponovili poskus in pripravili vzorce z osnovnimi raztopinami standardov, 
pripravljenimi v 96 % etanolu in redčenimi z vodnim medijem DV in mQ ter kontrolnim 
vzorcem vitamina v 96 % etanolu (Preglednica I). V tem primeru smo pripravljene vzorce 
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sproti analizirali z metodo HPLC (ob času 0) ter opazovali stabilnost vitamina D3 v času 24 
ur v različnih časovnih točkah.  
 
Preglednica I: Sestava vzorcev z vitaminom D3.  
Vzorec Volumen osnovnih 
raztopin standardov 
Volumen 
organskega topila 
Volumen 
vodnega medija 
D3 - mQ/DV 100 µL D3 900 µL do 10 mL 
D3 + SA - mQ/DV 100 µL D3 + 100 µL SA 800 µL do 10 mL 
D3 + SA + E - 
mQ/DV 
100 µL D3 + 100 µL SA + 
800 µL E 
/ do 10 mL 
D3 - 96 % EtOH 100 µL D3 do 10 mL s 96 % 
EtOH 
/ 
 
Vitamin A v obliki acetata 
Priprava standardnih raztopin:  
 Vitamina A acetat s koncentracijo 1 mg/mL 
Na tehtalni čolniček smo natehtali 2 mg vitamina A acetat, ga kvantitativno 
prenesli v 2 mL bučko ter dopolnili do oznake s 96 % etanolom.  
 Vitamina E s koncentracijo 2,4 mg/mL 
Priprava v zgoraj opisanem postopku (poglavje 3.2.2.3. - Vitamin D3).  
 
Pripravili smo vzorce standardnih raztopin redčenih z vodnim medijem (mQ) in kontrolni 
vzorec vitamina v 96 % etanolu. Sestava vzorcev je predstavljena v Preglednici II. Kot 
vodni medij smo uporabili mQ. Za vsak vzorec smo pripravili dve paraleli in jih analizirali 
takoj po pripravi z metodo HPLC ter nato spremljali stabilnost vitamina A acetata v času 
24 ur v različnih časovnih točkah. 
 
Preglednica II: Sestava vzorcev z vitaminom A acetat.  
Vzorec Volumen osnovnih 
raztopin standardov 
Volumen 96 
% EtOH 
Volumen 
mQ 
Aac - mQ 100 µL Aac 900 µL do 10 mL 
Aac + E - mQ 100 µL Aac + 800 µL E 100 µL do 10 mL 
Aac - 96 % EtOH 100 µL Aac do 10 mL / 
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Vitamin A  
Priprava standardnih raztopin:  
 Vitamina A s koncentracijo 1 mg/mL 
Na tehtalni čolniček smo natehtali 2 mg vitamina A acetat, ga kvantitativno 
prenesli v 2 mL bučko ter dopolnili do oznake s 96 % etanolom.  
 Vitamina E s koncentracijo 2,4 mg/mL 
Priprava zgoraj opisanem postopku (poglavje 3.2.2.3. - Vitamin D3). 
 Butilhidroksitoluena (BHT) s koncentracijo 1,25 mg/mL 
Na tehtalni čolniček smo natehtali 6,25 mg BHT, ga kvantitativno prenesli v 5 mL 
bučko ter dopolnili do oznake s 96 % etanolom. 
Pripravili smo tri različne vzorce s standardnimi raztopinami, ki smo jih redčili z vodnim 
medijem (mQ), ter kontrolni vzorec, ki smo ga pripravili s 96 % etanolom, vsakega v dveh 
paralelah (Preglednica III). Vzorce smo analizirali takoj po pripravi z metodo HPLC ter 
spremljali stabilnost vitamina A v času 24 ur v različnih časovnih točkah. 
 
Preglednica III: Sestava vzorcev z vitaminom A.  
Vzorec Volumen osnovnih 
raztopin standardov 
Volumen 96 
% EtOH 
Volumen mQ 
A - mQ 100 µL A 900 µL do 10 mL 
A + BHT- mQ 100 µL A + 80 µL BHT 820 µL do 10 mL 
A + E - mQ 100 µL A + 800 µL E 100 µL do 10 mL 
A - 96 % EtOH 100 µL A do 10 mL / 
 
3.2.2.4. Stabilnost vitamina D3 glede na koncentracijo vzorca  
Po postopku opisanem v poglavju 3.2.3.1. smo pripravili standardno raztopino vitamina D3 
in standardno raztopino SA. Za standardno raztopine vitamina E pa smo neposredno v 50 
mL bučko natehtali 300 mg vitamina E ter dopolnili do oznake s 96 % etanolom. V 
Preglednici IV je navedena sestava osnovnih vzorcev. Vse vzorce smo nato 25-krat redčili 
v 2 paralelah, in sicer smo odpipetirali 200 µL osnovnega vzorca, ga prenesli v 5 mL 
bučko in dopolnili do oznake s 96 % etanolom. Osnovne vzorce in redčene vzorce smo 
analizirali z metodo HPLC ob času 0, 2, 4, 8, 12, 18 in 24 ur. 
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Preglednica IV: Sestava osnovnih vzorcev vitamina D3.  
Vzorec Volumen osnovnih raztopin standardov Volumen 96 % EtOH 
D3  1 mL D3 do 25 mL 
D3+SA  1 mL D3 + 1 mL SA do 25 mL 
D3+SA+E  1 mL D3 + 1 mL SA + 20 mL E do 25 mL 
 
3.2.3. Stabilnost vitaminov v nanovlaknih 
3.2.3.1. Priprava polimernih raztopin za izdelavo nanovlaken 
Pripravo polimerne raztopine za izdelavo nanovlaken (pol. razt. NV) smo povzeli po 
predhodno razvitem postopku (53). Poleg praznih nanovlaken smo pripravili sedem 
različnih formulacij nanovlaken z vitamini (Preglednica V).  
Za pripravo polimerne raztopine za izdelavo nanovlaken smo na tehtalni čolniček natehtali 
ustrezno maso polietilen oksida (PEO) in poloksamera 407. V erlenmajerico z obrusom 
smo natehtali ustrezno količino 96 % etanola (Preglednica V). Polimera smo nato 
kvantitativno prenesli v erlenmajerico, ki smo jo pokrili s pokrovčkom in zatesnili s 
parafilmom. Erlenmajerico smo postavili na magnetno mešalo in segrevali na ~ 80 °C 
toliko časa, da sta se oba polimera popolnoma raztopila (~ 20 min). Raztopino smo ohladili 
(~ 25 – 30 °C) ter nato dodali ustrezno količino vitaminov in ostalih komponent, ki smo jih 
vključili v formulacije. Tako pripravljeno polimerno raztopino smo nato mešali pri sobni 
temperaturi. V Preglednici V so navedene sestave polimernih raztopin za pripravo 
nanovlaken. Masni delež vitamina D3, A oziroma A acetata v izdelanih nanovlaknih je 
znašal teoretično ~ 1 %. 
 
Priprava standardnih raztopin:  
 Vitamina D3, vitamina A, vitamina A acetata, SA in BHT s koncentracijo 6 mg/mL  
Na tehtalni čolniček smo natehtali 30 mg ustrezne spojine, jo kvantitativno prenesli 
v 5 mL bučko ter dopolnili do oznake s 96 % etanolom. 
 Vitamina E s koncentracijo 1 mg/mL 
V 10 mL bučko smo natehtali 10 mg vitamina E ter dopolnili do oznake s 96 % 
etanolom. 
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Preglednica V: Sestava polimernih raztopin za izdelavo nanovlaken. 
Sestavina Prazna 
NV 
NV 
D3 
NV 
D3+SA 
NV 
D3+SA+E 
NV 
Aac 
NV 
Aac+E 
NV 
A 
NV 
A+BHT 
Polietilenoksid (mg) 300 297 294 279 297 282 297 294 
Poloksamer 407 (mg) 300 297 294 279 297 282 297 294 
96% EtOH (g) 20 19 18 13 19 14 19 18 
Vit. D3 (mL) / 1 1 1 / / / / 
SA (mL) / / 1 1 / / / / 
Vit. E (mL) / / / 5 / 5 / / 
Vit. A acetat (mL) / / / / 1 1 / / 
Vit. A (mL) / / / / / / 1 1 
BHT (mL) / / / / / / / 1 
 
3.2.3.2. Izdelava nanovlaken z metodo elektrostatskega sukanja 
Iz polimernih raztopin, katerih sestava je opisana v poglavju 3.2.3.1., smo izdelali 
nanovlakna z metodo elektrostatskega sukanja. Raztopine smo pripravili tik pred izdelavo 
nanovlaken. Elektrostatsko sukanje je potekalo pri sobni temperaturi in relativni vlažnosti 
< 40 %. Za vzdrževanje primerne relativne vlažnosti smo imeli v komori poleg naprave za 
elektrostatsko sukanje še posodice s silikagelom, ki smo ga pred vsakim procesom 
elektrostatskega sukanja posušili v sušilniku. Proces elektrostatskega sukanja smo za vsak 
vzorec izvajali 4 h. Najprej smo 20 mL brizgo napolnili z 10 mL polimerne raztopine in 
nanjo privili kovinsko iglo (z notranjim premerom 0,8 mm). Pazili smo, da smo iz brizge 
iztisnili vse zračne mehurčke, saj bi lahko motili proces elektrostatskega sukanja. Iglo smo 
namestili na črpalko, ki je zagotavljala konstanten pretok polimerne raztopine (1,765 
mL/min). Na razdaljo 15 cm smo namestili zbiralo, na katerega smo predhodno namesti 
aluminijasto folijo, na kateri so se med elektrostatskim sukanjem zbirala nanovlakna. 
Zbiralo smo ozemljili in na kovinsko iglo priključili vir visoke električne napetosti (10 
kV). Tako smo vzpostavili električno polje med iglo in zbiralom, kar omogoča 
elektrostatsko sukanje in nastanek nanovlaken. 
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3.2.3.3. Priprava vzorcev polimernih raztopin z vgrajenimi vitamini za analizo 
HPLC 
Odpipetirali smo 200 µL posamezne polimerne raztopine za izdelavo nanovlaken v 5 mL 
bučko ter dopolnili do oznake s 96 % etanolom. Pripravljene raztopine smo filtrirali, del 
filtrata smo zavrgli, ostalo pa filtrirali neposredno v vialo. Pripravili smo tri paralele 
vzorcev polimerne raztopine pred začetkom elektrostatskega sukanja in tri paralele vzorcev 
polimerne raztopine iz brizge po končanem elektrostatskem sukanju. Vzorce smo 
analizirali z metodo HPLC ter tako preverili stabilnost vitaminov v polimerni raztopini 
pred elektrostatskem sukanju in po njem. 
 
3.2.3.4. Priprava vzorcev nanovlaken za analizo HPLC 
Natehtali smo ~5 mg nanovlaken v 5 mL bučko. Bučko smo delno napolnili s 96 % 
etanolom, jo postavili v ultrazvočno kadičko ter počakali, da so se nanovlakna popolnoma 
raztopila. Bučko smo nato dopolnili do oznake z ustreznim topilom ter dobljeno raztopino 
filtrirali, del filtrata smo zavrgli, ostalo pa filtrirali neposredno v vialo. Vzorce smo 
pripravili v treh paralelah in jih analizirali z metodo HPLC. 
 
3.2.3.5. Proučevanje stabilnosti vitaminov v nanovlaknih 
Po izdelavi smo nanovlakna shranili v eksikator ter jih analizirali z metodo HPLC ob času 
0 in po različnem času shranjevanja (7, 16, 31 in 62 dni). Vzorce za analizo smo pripravili 
po postopku opisanem v poglavju 3.2.3.4. 
 
3.2.3.6. Proučevanje debeline in morfologije nanovlaken 
Z vrstično elektronsko mikroskopijo (SEM) smo proučili morfološke lastnosti izdelanih 
nanovlaken. Vzorce za analizo smo pripravili tako, da smo vzorce nanovlaken z 
obojestranskim prevodnim trakom prilepili na nosilce za analizo SEM. Slike smo posneli 
pri pospeševalni napetosti 1 kV z uporabo detektorja za sekundarne elektrone. 
S pomočjo programske opreme ImageJ (NIH, ZDA) smo na podlagi analize SEM slik 
vzorcev nanovlaken določili povprečni premer vlaken. Naključno smo izbrali 30 
nanovlaken, jim izmerili premer in na podlagi meritev določili povprečni premer vlaken v 
vzorcu. 
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3.2.3.7. Kvantitativno vrednotenje stabilnosti vitaminov v nanovlaknih in v 
raztopinah 
Stabilnost vitaminov smo določili na osnovi konstant reakcijske hitrosti. Znano je, da upad 
koncentracije vitamina D3 in A v raztopinah sledi kinetiki prvega reda (59). Konstanto 
reakcijske hitrosti prvega reda smo izračunali po enačbi k1=1/t   ln(c0/ct), kjer je t čas, c0 
začetna koncentracija in ct koncentracija vitamina ob času t. Podatke smo obdelali s 
pomočjo programske opreme Excel (2007). Primerjali smo konstante reakcijske hitrosti 
upada koncentracije vitaminov v vodnih raztopinah (mQ) in v nanovlaknih.  
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1. Analizna metoda 
Za vrednotenje vitamina D3, vitamina A acetata in vitamina A v raztopinah in nanovlaknih 
smo uporabili predhodno razvito metodo HPLC (14). Kljub temu, da metode nismo 
spreminjali, smo preverili nekatere validacijske parametre, s katerimi smo potrdili, da je 
metoda primerna za vrednotenje izbranega vitamina v nanovlaknih, s tem pa smo 
zagotovili zanesljivost in točnost naših meritev. 
 
4.1.1. Vrednotenje metode 
Pri preverjanju selektivnosti metode smo primerjali kromatograme vzorcev standardnih 
raztopin vitamina D3, vitamina A in vitamina A acetata, raztopine praznih nanovlaken in 
raztopine praznih nanovlaken, ki smo ji dodali standardno raztopino posameznega 
vitamina. Na kromatogramu vzorca praznih nanovlaken ni nobenega kromatografskega 
vrha pri retencijskem času vitamina D3  - 3,3 min (Slika 8) ali pri retencijskem času 
vitamina A – 1,1 min in vitamina A acetata – 1,5 min (Slika 9). V kromatogramu vzorca 
raztopine praznih nanovlaken, ki smo ji dodali vitamin D3 (Slika 11), vitamin A acetat 
(Slika 13) ali vitamin A (Slika 15), je prisoten le en kromatografski vrh, ki pripada 
dodanemu vitaminu (tj. je pri enakem retencijskem času kot standard vitamina D3 (Slika 
10), vitamina A acetata (Slika 12) in vitamina A (Slika 14)). To pomeni, da je analizna 
metoda primerna za vrednotenje nanovlaken z vgrajenimi vitamini, torej ostale sestavine 
nanovlaken ne motijo analize, s čimer smo potrdili selektivnost metode.  
 
 
Slika 8: Kromatogram praznih nanovlaken pri valovni dolžini 265 nm. 
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Slika 9: Kromatogram raztopine praznih nanovlaken pri valovni dolžini 325 nm. 
 
 
Slika 10: Kromatogram standardne raztopine vitamina D3 pri valovni dolžini 265 nm. 
 
 
Slika 11: Kromatogram raztopine praznih nanovlaken, obogatenih s standardno raztopino 
vitamina D3 pri valovni dolžini 265 nm. 
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Slika 12: Kromatogram standardne raztopine vitamina A acetata pri valovni dolžini 325 
nm. 
 
 
Slika 13: Kromatogram raztopine praznih nanovlaken, obogatenih s standardno raztopino 
vitamina A acetata pri valovni dolžini 325 nm. 
 
 
Slika 14: Kromatogram standardne raztopine vitamina A pri valovni dolžini 325 nm. 
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Slika 15: Kromatogram raztopine praznih nanovlaken, obogatenih s standardno raztopino 
vitamina A pri valovni dolžini 325 nm. 
 
Linearnost metode smo potrdili z analizo standardov vitamina D3, vitamina A acetata in 
vitamina A različnih koncentracij, saj smo dobili determinacijski koeficient >0,999, kar 
dokazuje linearen odnos med koncentracijo vitamina v vzorcu in odzivom (Slike 16-18). 
 
 
Slika 16: Umeritvena premica raztopine standardov vitamina D3. 
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Slika 17: Umeritvena premica raztopine standardov vitamina A acetata. 
 
 
Slika 18: Umeritvena premica raztopine standardov vitamina A. 
 
Preverili smo tudi ponovljivost postopka priprave vzorcev nanovlaken z vgrajenim 
vitaminom D3, A acetat in A za analizo z metodo HPLC. Pripravili smo 3 paralele vzorcev 
nanovlaken za analizo ter izračunali SD in RSD (Preglednica VI). Glede na to, da je bil 
RSD < 5 %, lahko zaključimo, da je bil postopek priprave vzorcev za analizo znotraj dneva 
ustrezno ponovljiv. 
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Preglednica VI: Ponovljivost postopka priprave vzorcev nanovlaken z vgrajenimi vitamini 
za analizo z metodo HPLC (n=3). 
Formulacija Povprečna vrednost odziva SD RSD (%) 
NV D3 251,4 2,3 0,90 
NV A acetat 687,9 9,7 1,41 
NV A 645,4 5,7 0,87 
 
Preverili smo tudi izkoristek priprave vzorcev nanovlaken z vgrajenim vitaminom D3, A 
acetatom in A. Primerjali smo odziv standardne raztopine vitamina, raztopine nanovlaken z 
vgrajenim vitaminom in raztopine nanovlaken z vgrajenim vitaminom, dodatno 
obogatenim s standardno raztopino vitamina ter potrdili uspešnost postopka priprave 
vzorca, saj je izkoristek odstopal manj kot 5 % od teoretične vsebnosti in je bil znotraj 
postavljene meje, ki znaša 100 ± 10 % (Preglednica VII). 
 
Preglednica VII: Izkoristek postopka priprave vzorcev nanovlaken za vitamin D3, A acetat 
in A (n=3). 
 D3 A acetat A 
Izkoristek (%) 104,8 103,5 103,6 
RSD (%) 2,2 2,7 1,1 
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4.2. Stabilnost vitaminov v raztopinah 
Pred vgradnjo vitaminov v nanovlakna in vrednotenjem njihove stabilnosti v nanovlaknih 
smo preveriti njihovo stabilnost v različnih raztopinah, saj tudi izdelava nanovlaken temelji 
na pripravi raztopine. Preverjali smo stabilnost v različnih organskih topilih, ki 
predstavljajo osnovo za izdelavo nanovlaken ter v vodnem mediju, ki ponazarja vehikel, ki 
se najpogosteje uporablja za pripravo dermalnih raztopin. Obenem pa smo dodajali 
različne antioksidante, s katerimi smo želeli izboljšati stabilnost vitaminov v izbranih 
sistemih – raztopinah in nanovlaknih, in proučevali učinkovitost stabilizacije. 
 
4.2.1. Stabilnost vitamina D3  
4.2.1.1. Stabilnost v organskih topilih 
Cilj naloge je bil vgradnja vitamina D3 v nanovlakna, za izdelavo katerih potrebujemo 
ustrezno topilo. Zato smo najprej preveriti stabilnost vitamina v različnih organskih topilih, 
ki bi jih lahko uporabili pri izdelavi nanovlaken. Ker se nanovlakna elektrostatsko sukajo 
kar nekaj časa, je pomembno, da je vitamin stabilen v mediju, v katerem ga raztapljamo in 
nato dodamo k polimerni raztopini za elektrostatsko sukanje. V ta namen smo pripravili 
raztopine vitamina D3 v treh različnih organskih topilih, in sicer v 96 % etanolu, 100 % 
etanolu in metanolu. Ugotovili smo, da je vitamin D3 stabilen v času 24 ur v vseh treh 
organskih topilih, saj se njegova vsebnost v tem času zmanjša za manj kot 3 % (Slika 19). 
Glede na to, da je stabilnost vitamina D3 dobra v vseh organskih topilih, smo se s stališča 
varnosti in sprejemljivosti topila odločili, da za izdelavo nanovlaken uporabimo kot topilo 
96 % etanol. 
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Slika 19: Stabilnost vitamina D3 v različnih organskih topilih pri sobni temperaturi. 
 
Vrednotili smo tudi stabilnosti vitamina D3 v organskih topilih ob prisotnosti SA in 
vitamina E. V ta namen smo pripravili osnovne vzorce standardnih raztopin vitamina D3, 
vitamina D3 s SA ter vitamin D3 s SA in vitaminom E. Kot topilo smo uporabili 96 % 
etanol. Ker je izdelava nanovlaken trajala 4 ure, je bilo potrebno zagotoviti, da je 
standardna raztopina vitamina, ki smo jo vgradili v polimerno raztopino za izdelano 
nanovlaken, stabilna vsaj 4 ure, saj bi v nasprotnem primeru lahko prišlo do manjše 
vgradnje. Vzorce smo analizirali takoj po pripravi (0 h) in ob času 2, 4, 8, 12, 18 in 24 ur 
ter po 4 dneh. Kot je razvidno iz Preglednice VIII, je bil vitamin D3 v proučevanem 
časovnem obdobju stabilen v vseh vzorcih, tudi ob dodatku SA, zato lahko tako 
pripravljene osnovne standardne raztopine uporabimo za izdelavo nanovlaken. 
Osnovne vzorce smo 25-krat redčili s 96 % etanolom ter tako pripravljene vzorce 
analizirali v enakih časovnih točkah kot osnovne vzorce. Osnovne raztopine so simulirale 
polimerno raztopino za pripravo nanovlaken, redčene raztopine pa končne raztopine 
nanovlaken za analizo HPLC. Na podlagi rezultatov iz Preglednice VIII lahko zaključimo, 
da so tudi redčeni vzorci stabilni dlje časa. Koncentracija vitamina v redčenih vzorcev je 
bila enaka koncentraciji vitamina v vzorcu nanovlaken za analizo z metodo HPLC (~9,6 
mg/L). Torej takojšnja analiza z metodo HPLC po pripravi vzorcev NV ni potrebna, saj je 
vitamin D3 v 96 % etanolni raztopini kratkoročno zelo stabilen. 
 
 
0 
20 
40 
60 
80 
100 
0 5 10 15 20 25 
V
se
b
n
o
st
 v
it
. 
D
3
 (
%
) 
Čas (h) 
D3 - 96 % EtOH 
D3 - 100 % EtOH 
D3 - MeOH  
37 
 
Preglednica VIII: Stabilnost vitamina D3 v osnovni in redčeni raztopini, z ali brez dodatka 
SA in vitamina E, v 96 % etanolu pri sobni temperaturi. 
Vzorec t=0h t=2h t=4h t=8h t=12h t=18h t=24h t=4dni 
D3 redč 100 99,6 100,2 99,2 99,4 99,5 99,6 100,8 
D3+SA redč 100 100,2 99,0 99,4 99,7 99,5 99,4 100,5 
D3+SA+E redč 100 99,6 99,2 99,5 99,6 99,1 98,8 100,9 
D3  100 100,2 100,3 100,3 100,5 100,5 100,4 100,5 
D3+SA  100 99,3 100,1 100,1 100,3 100,5 100,1 100,2 
D3+SA+E  100 99,9 100,0 100,8 100,1 99,5 100,2 99,4 
redč – osnovni vzorec 25-krat redčen s 96 % etanolom 
 
4.2.1.2. Stabilnost v vodnem mediju 
V nadaljevanju smo ovrednotiti vpliv vodnega medija na stabilnost vitamina D3, saj 
najpogosteje uporabljamo tovrsten vehikel za pripravo dermalnih raztopin. V ta namen 
smo izbrali tri različne vodne medije (PV, DV in mQ) in proučevali stabilnost vitamina pri 
25 °C. Za primerjavo smo uporabili vitamin v nevodnem mediju tj. metanolu.  
Iz Slike 20 je razvidna različna stabilnost vitamina D3 v času 24 ur v izbranih vodnih 
medijih (PV, DV in mQ). Največje zmanjšanje vsebnosti je bilo pri vzorcih v DV. V 5ih 
urah je v tem mediju vsebnost vitamina D3 strmo padla in po 16ih urah v vzorcih vitamina 
D3 več nismo zaznali. Nekoliko presenetljivo je dejstvo, da je vitamina D3 manj stabilen v 
DV kot v PV, saj naj bi bila slednja slabše kakovosti, tudi glede vsebnosti kovinskih ionov, 
ki sodelujejo kot katalizatorji v oksidacijskih reakcijah, na katere je vitamin D3 občutljiv 
(14). Vitamin D3 je bil najbolj stabilen v vzorcih z mQ, saj je bila njegova vsebnost v 
vzorcih po 24 urah večja od 60 %, kar je v skladu s pričakovanji, saj je ta voda ultra čista 
in ne vsebuje toliko primesi kot ostali dve vrsti vode. V eni izmed predhodnih magistrskih 
nalog so naredili podoben poskus v širšem temperaturnem območju (4, 25 in 40 °C) in 
potrdili enak trend stabilnosti vitamina D3 v različnih vrstah vod (14). Zaključimo lahko, da 
je vitamin D3 veliko bolj kot v vodnih medijih stabilen v organskem topilu (metanolu), kjer 
je bila njegova vsebnost po 24 urah še vedno 100 %. 
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Slika 20: Stabilnost vitamina D3 v različnih vodnih medijih (mQ, DV, PV) in primerjalno v 
izbranem brezvodnem topilu (metanolu) pri sobni temperaturi. 
 
4.2.1.3. Stabilnost ob dodatku salicilne kisline in vitamina E  
Pri pregledovanju literature smo ugotovili, da je SA nezdružljiva z derivati vitamina D 
(50). Obe učinkovini sta učinkoviti pri zdravljenju luskavice, vendar ju morajo bolniki za 
dosego želenega učinka nanašati s časovnim zamikom. Preden smo ju vgradili v 
nanovlakna, smo njuno (ne)združljivost preverjali v raztopinah. Za morebitno stabilizacijo 
smo dodali antioksidant vitamin E in preverili njegov vpliv na izboljšanje stabilnosti 
vitamina v kombinaciji s SA. Ker smo ugotovili, da je vitamina D3 najmanj stabilen v DV 
in najbolj v mQ, smo proučevali stabilnost kombinacije s SA v teh dveh vodnih medijih.  
Sprva smo pripravili vse vzorce sočasno (9 vzorcev) in jih dali v analizo. Opazili smo 
znatno nestabilnost vitamina D3 v nekaterih vzorcih takoj po pripravi (v časovni točki 0) 
(Slika 21). Ker je bil vitamin D3 v teh vzorcih nestabilen že takoj ob pripravi, smo pripravo 
vzorcev prilagodili tako, da smo naredili vsak vzorec posebej in ga analizirali takoj po 
pripravi. S tem smo se izognili časovnemu zamiku analize vzorcev in posledično 
netočnosti rezultatov ter omogočili natančno opazovanje stabilnosti vitamina D3 v 
raztopinah. 
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Slika 21: Vsebnost vitamina D3 v vodnih raztopinah pri sobni temperaturi. Sočasno smo 
pripravili vse vzorce ter jih nato analizirali. Osnovne raztopine vitamina D3 smo pripravili 
v različnih organskih topilih in jih nato redčili z DV. 
 
Poskus smo po optimizaciji priprave ponovili v dveh vodnih medijih (DV in mQ) ter 
dodatno v organskem topilu (Preglednica I). Potrdili smo predhodne ugotovitve (Slika 20) 
tj. manjšo stabilnost vitamina D3 v DV v primerjavi z mQ, saj se je po 5 urah celoten 
vitamin D3 razgradil, medtem ko je bila v istem času vsebnost vitamina D3 v mQ 97 % 
začetne vsebnosti (Sliki 22 in 23). V obeh primerih je SA destabilizirala vitamin D3 v 
raztopini. Ta vpliv je očiten v mQ – Slika 23, v DV pa je upad vsebnosti vitamina D3 že 
tako hiter, da destabilizacijski učinek SA ne pride do izraza. V namen stabilizacije smo v 
raztopino dodali vitamin E, ki je uspešno stabiliziral vitamin D3 v prisotnosti SA. Pri 
vzorcih v DV, kjer je brez dodatka vitamina E potekla popolna razgradnja vitamina D3 v 5 
urah, je bila ob dodatku vitamina E še po 20 urah vsebnost večja od 60 % začetne 
vsebnosti vitamina D3. Pri vzorcih v mQ, kjer je potekel popolni razpad v 24 urah, je bila 
ob dodatku vitamina E v isti časovni točki vsebnost večja od 80 % začetne vsebnosti 
vitamina D3. Vitamina D3 v 96 % etanolu, ki je predstavljal primerjalni vzorec, je bil v 
proučevanem časovnem obdobju stabilen, saj se njegova vsebnost v vzorcu ni spreminjala.  
Ugotovili smo, da je vitamina D3 v vodnem mediju nestabilen in da na njegovo stabilnost 
močno vpliva prisotnost SA. Njuno združljivost oz. stabilnost vitamina D3 v prisotnosti SA 
pa lahko povečamo z dodatkom vitamina E. 
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Slika 22: Stabilnost vitamina D3 z in brez dodatka SA in vitamina E v DV ter primerjalno v 
izbranem organskem topilu (96 % etanolu) pri sobni temperaturi.  
 
 
Slika 23: Stabilnost vitamina D3 z in brez dodatka SA in vitamina E v mQ ter primerjalno v 
izbranem organskem topilu (96 % etanolu) pri sobni temperaturi. 
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4.2.2. Stabilnost vitamina A acetata  
4.2.2.1. Stabilnost v organskih topilih 
Pri vitaminu A acetatu smo prav tako preverili njegovo stabilnost v organskih topilih, saj 
smo ga nameravali vgraditi v nanovlakna. Pripravili smo vzorce v treh različnih organskih 
topilih (96 % etanolu, 100 % etanolu in metanolu) in spremljali njegovo stabilnost v 
časovnem obdobju 24 ur (Slika 24). Ugotovili smo, da je vitamin A acetat 15 ur obstojen v 
proučevanih organskih topilih, nato pa se njegova vsebnost zmanjša (še najbolj v 
metanolu). 
Na podlagi dobljenih rezultatov lahko zaključimo, da je vitamin A acetat nekaj ur v 
izbranih organskih topilih stabilen, zato so le-ta primerna za pripravo raztopin za izdelavo 
nanovlaken. Za izdelavo nanovlaken smo kot topilo izbrali 96 % etanol, enako kot v 
primeru vitamina D3. 
 
 
Slika 24: Stabilnost vitamina A acetata v različnih organskih topilih pri sobni temperaturi. 
 
4.2.2.2. Stabilnost v vodnem mediju 
Preverili smo tudi stabilnost vitamina A acetata v različnih vrstah vod in primerjalno v 
izbranem brezvodnem mediju tj. metanolu (Slika 25). Po pričakovanjih je vitamin A acetat 
najbolj stabilen v organskem topilu. Je tudi manj stabilen v vodnih medijih kot vitamin D3. 
Očitne spremembe so se začele dogajati že v prvi časovni točki shranjevanja pri vseh treh 
vodnih vzorcih. Enak trend upadanja vsebnosti se je nadaljeval do zadnje časovne točke. 
Po 5 urah je v vzorcu z PV preostalo še 17 %, v vzorcu z DV 25 % in v vzorcu z mQ 38 % 
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vitamina A acetat. Vsebnost vitamina A acetata je v vseh vodah po 15 urah padla pod 20 % 
začetne vrednosti, medtem ko je v enaki časovni točki vsebnost vitamina D3 v PV okoli 35 
% in v mQ okoli 80 %. Vitamin A acetat je bil najbolj stabilen v mQ ter najmanj v PV, 
slednje ne sledi trendu stabilnosti vitamina D3. 
 
 
 
Slika 25: Stabilnost A acetata v različnih vodnih medijih (mQ, DV in PV) in primerjalno v 
izbranem brezvodnem topilu (metanolu) pri sobni temperaturi. 
 
4.2.2.3. Stabilnost ob dodatku vitamina E 
Ker je bila stabilnost vitamin A acetata v vodnem mediju slaba (zmanjšanje vsebnosti na 
60 % začetne vsebnosti v 3 urah), smo želeli njegovo stabilnost povečati z dodatkom 
vitamina E (Slika 26). Z dodatkom vitamina E se je znatno povečala stabilnost vitamina A 
acetata, npr. po 5ih urah je bila vsebnost vitamina A acetata 30 % brez vitamina E oziroma 
70 % z vitaminom E, po 8 urah pa je bila relativna razlika še večja tj. 16 % v primerjavi s 
56 %. V primerjalnem vzorcu, kjer smo kot topilo uporabili 96 % etanol, je bila po 
pričakovanju največja stabilnost vitamina A acetata, saj je bila njegova vsebnost ~ 100 %. 
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Slika 26: Stabilnost vitamina A acetata z in brez dodatka vitamina E v mQ ter primerjalno 
v izbranem organskem topilu (96 % etanolu) pri sobni temperaturi. 
 
4.2.3. Stabilnost vitamina A  
4.2.3.1. Stabilnost v organskih topilih 
Tako kot pri vitaminih D3 in A acetatu smo stabilnost v različnih organskih topilih preverili 
tudi v primeru vitamina A, ki velja med izbranimi vitamini za najbolj nestabilnega. Poskus 
smo naredili v 96 % in 100 % etanolu ter v metanolu. Izkazalo se je, da je vitamin A 
stabilen v vseh proučevanih topilih vsaj 17 ur, kar prikazuje Slika 27. S tem smo 
zagotovili, da v osnovno raztopino za elektrostatsko sukanje vgradimo stabilno raztopino 
vitamina v 96 % etanolu in se prepričali, da se njegova vsebnost verjetno ne bo zmanjšala 
že pred ali med samo izdelavo nanovlaken. 
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Slika 27: Stabilnost vitamina A v različnih organskih topilih pri sobni temperaturi. 
 
4.2.3.2. Stabilnost v vodnem mediju 
Stabilnost vitamina A je v različnih vodnih medijih primerljiva (Slika 28). Zanimivo je, da 
je stabilnost v DV in mQ podobna in v PV nekoliko slabša. Na splošno je vitamin A 
izjemno nestabilen v vseh proučevanih vodnih medijih, saj v pol ure vsebnost pade pod 40 
% začetne vsebnosti. Zelo stabilen je po pričakovanju v primerjalnem mediju metanolu.  
 
 
Slika 28: Stabilnost vitamina A v različnih vodnih medijih (mQ, DV in PV) in primerjalno 
v izbranem brezvodnem topilu (metanolu) pri sobni temperaturi. 
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4.2.3.3. Stabilnost ob dodatku antioksidantov 
Izkazalo se je, da je vitamin A izredno nestabilen v vseh proučevanih vodnih medijih. Za 
nadaljnje raziskave smo kot medij izbrali mQ, saj je le-ta med testiranimi vodami najbolj 
kontrolirana. Z namenom povečanja stabilnosti vitamina A smo proučili učinek dveh 
antioksidantov, in sicer vitamina E in BHT (Slika 29). Izkazalo se je, da vitamin E nima 
vpliva na stabilnost vitamina A, saj ni bilo razlike v vsebnosti vitamina A v vzorcu z in 
brez vitamina E. Vitamin A je torej ob prisotni tega antioksidanta še vedno izredno 
nestabilen, saj je popolnoma razpadel že v 5 urah. Bistveno boljši učinek je imel BHT, ki 
je uspešno stabiliziral vitamin A (vsebnost vitamina A je bila po 6 urah večja od 90 % 
začetne vsebnosti). Njegova vsebnost je padla pod 70 % šele po 24 urah. V primerjalnem 
vzorcu, kjer smo kot medij uporabili 96 % etanol, je bila po pričakovanjih stabilnost 
najboljša, saj je bila njegova vsebnost ~ 100 % (Slika 29). 
 
 
 
Slika 29: Stabilnost vitamina A z in brez dodatka vitamina E in BHT v mQ ter primerjalno 
v izbranem organskem topilu (96 % etanolu) pri sobni temperaturi. 
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4.2.4. Primerjava stabilnosti vitaminov v raztopinah 
Vsi vitamini (D3, A acetat in A) so bili kratkoročno stabilni v vseh preizkušenih organskih 
topilih. Na Sliki 30 je prikazana primerjava stabilnosti vitaminov, kjer smo kot topilo 
uporabili 96 % etanol. Stabilnost vitaminov v tem mediju je bila 10 ur zelo primerljiva, po 
15 urah pa se je minimalno zmanjšala le vsebnost vitamina A acetata. 
 
 
Slika 30: Stabilnost vitamina D3, A in A acetata v 96 % etanolu pri sobni temperaturi. 
 
Rezultati stabilnosti vitaminov so bistveno drugačni pri vzorcih, kjer smo kot topilo 
uporabili vodni medij. Do izraza pride izrazita nestabilnost vitamina A, saj se je po 40 
minutah njegova vsebnost zmanjšala pod 40 % začetne vsebnosti v vseh testiranih vodnih 
medijih (Slika 28), medtem ko je bila vsebnost vitamina A acetata (Slika 25) in vitamina 
D3 (Slika 20) v isti časovni točki še vedno nad 85 % začetne vrednosti (vitamina D3 celo 
nad 95 %). Po 6 urah je skoraj celotna količina vitamin A razpadla. Vsebnost vitamina A 
acetata se je zmanjšala pod 10 % začetne vsebnosti šele po 16 urah, medtem ko je v isti 
časovni točki vsebnost vitamina D3 v raztopini z DV padla na 0 %, v ostalih vodnih 
medijih pa je bila vsebnost še  relativno velika.  
Opazimo lahko, da je trend stabilnosti vitamina A in A acetata v medijih enak (metanol >> 
mQ≥DV≥PV), medtem ko je trend stabilnosti vitamina D3 v preskušanih medijih nekoliko 
drugačen (metanol >> mQ >> PV≥DV). 
Slika 31 prikazuje časovni potek zmanjšanja vsebnosti vitaminov D3, A in A acetat v mQ, 
v kateri so se vitamini izkazali za najbolj stabilne. Stabilnost se med vitamini v izbranem 
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vodnem mediju zelo razlikuje, a obenem lahko potrdimo, da je med njimi najmanj stabilen 
vitamin A in najbolj vitamin D3.  
 
 
Slika 31: Stabilnost vitamina D3, A in A acetata v mQ pri sobni temperaturi. 
 
V našo raziskovalno delo smo vključili tri vitamine z različno stabilnostjo, ki smo jih želeli 
stabilizirati z dodatkom različnih antioksidantov (vitamin E ali BHT). V primeru dodatka 
SA k vitaminu D3 pa je prišlo do destabilizacije vitamina. Slika 32 prikazuje izbrane 
vzorce vitaminov v mQ, brez ali z dodatkom antioksidanta in SA. Ponovno lahko 
potrdimo, da je vitamin A najbolj nestabilen, kot najbolj stabilen vitamin pa se je izkazal 
vitamin D3. Z dodatkom SA smo znatno zmanjšali stabilnost vitamina D3, a smo njuno 
kombinacijo z dodatkom vitamina E uspešno stabilizirali. Učinek vitamina E smo 
preizkusili v kombinaciji z vsemi tremi izbranimi vitamini, a le vitamina A ni ustezno 
stabiliziral. Zato smo za stabilizacijo vitamina A uporabili BHT in z njim dosegli 
primerljivo stabilnost vitamina A z vitaminom D3 (Slika 32). 
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Slika 32: Stabilnost vitamina D3, A in A acetata v mQ pri sobni temperaturi brez ali z 
dodatkom izbranega antioksidanta in SA. 
 
4.3. Nanovlakna 
V predhodnih poskusih smo dokazali, da so vitamini v raztopinah, ki smo jih pripravili z 
različnimi vodnimi mediji zelo nestabilni, zato smo jih v nadaljevanju želeli stabilizirati z 
vgradnjo v trden dostavni sistem, in sicer hidrofilna polimerna nanovlakna. Pri izdelavi 
nanovlaken smo dodali antioksidante, ki so v vodnem mediju uspešno stabilizirali 
vitamine. Zanimalo nas je, ali že sama vgradnja v izbrani dostavni sistem vpliva na 
stabilnost vitaminov in ali dodani antioksidanti stabilizirajo vitamine med izdelavo in v 
nanovlaknih. 
 
4.3.1. Stabilnost vitaminov v polimernih raztopinah za izdelavo 
nanovlaken 
Za izdelavo nanovlaken smo pripravili raztopino polimerov in vitaminov po postopku, ki je 
opisan v poglavju 3.2.3.1.. Ker nas je zanimala tudi stabilnosti vitaminov v polimernih 
raztopinah med elektrostatskim sukanjem, smo po pripravi polimernih raztopin odvzeli 
vzorce in preverili vsebnost vitaminov v njih z metodo HPLC. Po končani izdelavi 
nanovlaken (po 4 urah) smo ponovno analizirali vsebnost vitaminov v neporabljenih 
polimernih raztopinah. V Preglednici IX so predstavljene koncentracije vitaminov v 
osnovni raztopini za izdelavo nanovlaken takoj po njeni pripravi in po 4 urah. 
Koncentracija vitaminov v vzorcih v obeh časovnih točkah je bila podobna, in sicer je 
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znašala ~ 10 mg/L. Izkazalo se je, da so vitamini v polimernih raztopinah v časovnem 
okvirju izdelave nanovlaken stabilni, saj se je koncentracija le malo spremenila 
(zmanjšanje vsebnost < 3 %), kar pa lahko pripišemo eksperimentalni napaki.  
 
Preglednica IX: Koncentracija posameznega vitamina v osnovni raztopini za izdelavo 
nanovlaken takoj po izdelavi (0 h) in po 4 urah ter njegova vsebnost. 
Formulacija Konc. vitamina 
(mg/L) t=0 h 
Konc. vitamina 
(mg/L) t=4 h 
Vsebnost vitamina 
(%) 
pol. razt. NV D3 10,1 9,9 98,0 
pol. razt. NV D3+SA 10,1 10,6 104,6 
pol. razt. NV D3+SA+E 10,8 10,5 97,4 
pol. razt. NV Aac 10,3 11,2 108,8 
pol. razt. NV Aac+E 10,7 10,6 99,0 
pol. razt. NV A 10,2 10,4 102,0 
pol. razt. NV A+BHT 10,3 10,3 99,6 
 
4.3.2. Vsebnost vitaminov v nanovlaknih 
Teoretični delež vitamina (D3, A acetat oz A) v izdelanih nanovlaknih je znašal ~ 1 % 
(m/m) glede na celotno maso suhe snovi v formulaciji (Preglednica V). Rezultati vsebnosti 
v nanovlaknih in izkoristek vgradnje vitaminov so predstavljeni v Preglednici X.  
Iz rezultatov lahko razberemo, da je bila vsebnost vitamina D3 v vseh treh formulacijah 
nanovlaken (posamezno, z dodatkom SA in/ali vitaminom E) primerljiva teoretični 
vsebnosti, prav tako je bil izkoristek vgradnje zelo visok, kar kaže, da je bil vitamin D3 
stabilen med izdelavo nanovlaken in zato primeren za vgradnjo v tak sistem. Enak trend 
lahko opazimo pri formulacijah nanovlaken z vitaminom A acetatom. Manjšo vsebnost od 
teoretične pa smo ugotovili v vzorcih z vitaminom A. Tak rezultat verjetno ni posledica 
izgub, saj med izdelavo nismo opazili kakršnihkoli izgub, ampak je zmanjšana vsebnost 
najverjetneje posledica nestabilnosti vitamina A v polimerni raztopini med izdelavo 
nanovlaken. Morda tudi sam proces elektrostatskega sukanja vpliva na stabilnost vitamina 
A.  
Na podlagi teh rezultatov lahko zaključimo, da sta vitamin D3 in A acetat primerna za 
vgradnjo v nanovlakna, medtem ko je vitamin A zaradi slabše stabilnosti manj primeren 
oz. neprimeren. 
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Preglednica X: Teoretične in eksperimentalno določene vsebnosti vitaminov v nanovlaknih 
(n = 3) ter izkoristek vgradnje vitaminov v nanovlakna. 
Formulacija Teoretična vsebnost vit. (%) Vsebnost vit. v NV (%) Izkoristek vgradnje (%) 
NV D3 0,99 0,97 97,7 
NV D3+SA 0,99 0,97 97,8 
NV D3+SA+E 1,04 1,00 96,4 
NV Aac 1,02 0,94 91,7 
NV Aac+E 1,04 1,08 102,8 
NV A 1,01 0,88 86,8 
NV A+BHT 1,01 0,71 70,6 
 
4.3.3. Morfologija nanovlaken 
Morfologijo nanovlaken smo proučevali s pomočjo SEM. Na podlagi slik smo določili 
povprečni premer vlaken, ki je prikazan v Preglednici XI. Povprečna debelina nanovlakna 
z vitaminom D3 je bila nekoliko večja (povprečni premer 550 nm) od nanovlaken s 
preostalima vitaminoma brez dodanih antioksidantov. Premer nanovlaken z vitaminom D3 
se je z dodatkom pomožnih snovi (SA in vitamin E) povečal. Enak trend lahko opazimo pri 
nanovlaknih z vitaminom A, kjer se je povprečni premer nanovlaken z dodatkom BHT 
znatno poveča. V primeru nanovlaken z vitaminom A acetatom pa opazimo nasprotno - z 
dodatkom vitamina E se je povprečni premer nanovlaken nekoliko zmanjšal. Pri večini 
formulacij lahko opazimo široko porazdelitev debelin nanovlaken. Za poenotenje debelin 
nanovlaken bi bilo v prihodnje smiselno raziskati, kateri dejavniki najbolj vplivajo na to 
lastnost in ustrezno optimizirati proces izdelave nanovlaken. Na debelino nanovlaken na 
splošno vplivajo procesne spremenljivke (pretok polimerne raztopine, razdalja med 
zbiralom in iglo, električna napetost), lastnosti polimerne raztopine (prevodnost, hlapnost 
topila, površinska napetost ter koncentracija oz. viskoznost) in temperatura ter vlažnost 
delovnega okolja (55). 
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Preglednica XI: Povprečni premer proučevanih formulacij nanovlaken z vgrajenimi 
vitamini. 
Formulacija Povprečni premer (nm) + SD 
NV D3 550 ± 90 
NV D3+SA 475 ± 150 
NV D3+SA+E 730 ± 260 
NV Aac 490 ± 110 
NV Aac+E 450 ± 70 
NV A 443 ± 114 
NV A+BHT 740 ± 210 
 
Slika 33 prikazuje nanovlakna z vitaminom D3 brez in v kombinaciji s SA in vitaminom E. 
Slika 34 prikazuje nanovlakna z vitaminom A acetatom brez in v kombinaciji z vitaminom 
E, medtem ko prikazuje Slika 35 nanovlakna z vitaminom A brez in v kombinaciji z BHT. 
Opazimo lahko, da so večinoma vsa nanovlakna gladka, saj v njihovi strukturi ni 
zadebelitev. Nanovlakna z vitaminom A z dodanim BHT so bila po debelini najmanj 
homogena, v njihovi strukturi so vidni tudi posamezni vozli, hkrati pa je bil pri tej 
formulaciji izmerjen tudi največji povprečni premer nanovlaken (Slika 35). 
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Slika 33: Reprezentativne SEM slike NV z a) vitaminom D3, b) vitaminom D3 in SA in c) 
vitaminom D3, SA in vitaminom E, pri večji (a1, b1, c1) in manjši (a2, b2, c2) povečavi. 
 
 
 
Slika 34: Reprezentativne SEM slike NV z a) vitaminom A acetatom in b) vitaminom A 
acetatom in vitaminom E, pri večji (a1, b1) in manjši (a2, b2) povečavi. 
 
 
c1 
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Slika 35: Reprezentativne SEM slike NV z a) vitaminom A in b) vitaminom A in BHT, pri 
večji (a1, b1) in manjši (a2, b2) povečavi. 
 
4.3.4. Stabilnost vitamina D3 v nanovlaknih 
Za lokalno zdravljenje luskavice uporabljamo derivate vitamina D in salicilno kislino. Ta 
kombinacija pa je nezdružljiva ob sočasni uporabi (50). To smo predhodno dokazali v 
študiji stabilnosti vitamina D3 in SA v vodnem mediju, kjer je vsebnost vitamina D3 ob 
prisotnosti SA izjemno hitro padla (Slika 23). Zato je bil eden od osrednjih ciljev naloge 
izdelati formulacijo v kateri bi bila vitamin D3 in SA združljiva. Po postopku, opisanem v 
poglavju 3.2.3.2., smo pripravili nanovlakna z vgrajenim vitaminom D3 in nanovlakna z 
vgrajenim vitaminom D3 in SA ter proučevali stabilnost vitaminom D3 v nanovlaknih skozi 
čas. Izkazalo se je, da je vitamin D3 v tem sistemu izredno stabilen, saj je bila njegova 
vsebnost po 2 mesecih še vedno okoli 100 % (Slika 36). V nanovlaknih z dodano SA pa 
smo opazili, da vitamin D3 ni bil popolnoma stabiliziran, vendar veliko bolj kot v vodnih 
raztopinah. Z izdelavo nanovlaken smo stabilizirali vitamin D3 v prisotnosti SA, saj je bila 
vsebnost vitamina D3 po 2 mesecih v nanovlaknih še vedno večja od 93 % začetne 
vsebnosti. Za stabilizacijo vitamina D3 smo v nanovlakna vgradili še vitamin E, ki je v 
raztopinah uspešno stabiliziral vitamin D3. V tem primeru smo zaznali le manjši 
stabilizacijski učinek vgrajenega vitamina E (Slika 36), ki se je pokazal po daljšem času 
shranjevanja. Šele po 2 mesecih smo zaznali razliko v vsebnosti vitamina D3 v nanovlaknih 
z dodatkom vitamina E (~ 96 %) v primerjavi z nanovlakni brez vgrajenega vitamina E (~ 
94 %). Stabilizacijski učinek vitamina E v nanovlaknih bi bil verjetno bolj izrazit v 
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primeru manj stabilnega sistema, tako kot je v vodnih raztopinah, kjer pride do popolnega 
razpada vitamina v 24 urah (Slika 23).  
 
 
Slika 36: Stabilnost vgrajenega vitamina D3 v nanovlaknih pri sobni temperaturi. 
 
4.3.5. Stabilnost vitamina A acetata v nanovlaknih 
Za derivate vitaminov A in D velja, da oboje uporabljamo za zdravljenje luskavice in da 
oboji izkazujejo nestabilnost. Zato smo z vgradnjo v nanovlakna želeli povečati tudi 
stabilnost vitamina A acetata. Ugotovili smo, da se je vsebnost vitamina A acetata v 
nanovlaknih po enem mesecu zmanjšala za približno 20 %. Od te časovne točke dalje se je 
med vzorcema nanovlaken z in brez dodanega vitamina E pokazal učinek stabilizacije z 
dodanim antioksidantom, ki se je s časom še povečevala. Vsebnost vitamina A acetata se je 
po 2. mesecih zmanjšala na ~ 40 % začetne vsebnosti, medtem ko smo z dodatkom 
vitamina E uspeli dodatno stabilizirati vitamin A acetat, saj je bila njegova vsebnost po 2 
mesecih še vedno večja od 65 % začetne vsebnosti (Slika 37).  
Zaključimo lahko, da smo tudi vitamin A acetat, ki je v vodni raztopini izkazoval izrazito 
nestabilnost (40 % razpad po treh urah, Slika 26), uspeli stabilizirati z vgradnjo v 
nanovlakna.  
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Slika 37: Stabilnost vitamina A acetata v nanovlaknih pri sobni temperaturi. 
 
4.3.6. Stabilnost vitamina A v nanovlaknih 
Ugotovili smo, da je bil vitamin A v nanovlaknih bolj stabiliziran kot vitamin A acetat, 
čeprav smo v vodnih raztopinah opazili obratno. Po enem mesecu shranjevanja je bila 
vsebnost vitamina A v nanovlaknih ~ 75 % začetne vsebnosti, v nanovlaknih z dodanim 
BHT pa je bil vitamin A še bolj stabiliziran, zato je bila njegova vsebnost po enem mesecu 
~ 90 % začetne vsebnosti. V zadnji časovni točki je bila razlika v vsebnosti vitamina med 
obema formulacijama še večja in je dosegla kar 25 % (Slika 38). Po drugi strani je bila 
učinkovitost vgrajevanja vitamina A v nanovlakna brez (~ 87 %) in z BHT (~ 71 %) slabša 
kot pri vitaminu A acetat (Preglednica X), zato je bila med stabilnostjo študijo manjša 
absolutna vsebnost vitamina A v primerjavi z njegovim derivatom. Manjša učinkovitost 
vgrajevanja je bila najverjetneje posledica nestabilnosti vitamina A v polimerni raztopini 
med izdelavo nanovlaken. Izdelava nanovlaken z vitaminom A je zaenkrat manj smiselna 
oz. bo potrebno postopek izdelave še optimizirati. 
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Slika 38: Stabilnost vitamina A v nanovlaknih pri sobni temperaturi. 
 
4.4. Primerjava stabilnosti vitaminov v nanovlaknih in vodnih raztopinah 
V okviru opravljenih raziskav smo ugotovili, da so izbrani vitamini bolj stabilni v 
nanovlanknih kot v vodnih raztopinah, saj smo čas večjega zmanjšanja vsebnosti v 
nanovlaknih merili v tednih, v raztopinah pa v urah. V nadaljevanju smo razliko v 
stabilnosti vitaminov v obeh sistemih ovrednotili tudi kvantitativno, z izračunom konstant 
reakcijske hitrosti vitaminov D3, A in A acetata. Uporabili smo kinetiko prvega reda, ki ji 
sledi zmanjševanje koncentracij vitamina D3 in A (59). V Preglednici XII so zbrane 
konstante reakcijske hitrosti za vitamine v vodni raztopini (mQ) in nanovlaknih. V obeh 
sistemih smo testirali vzorce, ki so vsebovali posamezen vitamin, vitamin z dodanim 
antioksidantom, v primeru vitamina D3 pa tudi z dodatkom SA. 
V primeru nanovlaken z vitaminom D3 in nanovlaken s kombinacijo vitamina D3, SA in 
vitamina E je znotraj dvomesečne študije prišlo do premajhnega upada koncentracije 
vitamina D3, da bi lahko določili konstante reakcijske hitrosti, kar pomeni, da je bil ta 
sistem izredno stabilen. Največji stabilizacijski učinek z vgradnjo vitamina v nanovlakna 
smo dosegli pri vitaminu D3 v kombinaciji s SA, kjer se je stabilnost v nanovlaknih v 
primerjavi z vodno raztopino povečala za ~ 4000-krat, nekoliko manjši pa je bil 
stabilizacijski učinek v primeru vitamina A, kjer se je stabilnost povečala za ~ 1400-krat. 
Oba vitamina sta bila v vodni raztopini zelo nestabilna. Manjši stabilizacijski učinek smo 
opazili pri sistemih, ki so bili že v osnovi bolj stabilni. Z vgradnjo vitamina A acetata v 
nanovlakna smo uspeli izboljšati njegovo stabilnost za ~ 300-krat, v nanovlaknih z 
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vitaminom A in BHT pa za ~ 100-krat. Ugotovili smo tudi, da antioksidanti v nanovlaknih 
za ~ 2-krat stabilizirajo oba predstavnika retinoidov. Podobno velja tudi za vodno 
raztopino vitamina A acetat medtem ko BHT v vodni raztopini stabilizira vitamin A za ~ 
30-krat (Preglednica XII). 
 
Preglednica XII: Konstante reakcijske hitrosti prvega reda (h
-1
) za vitamine v vodni 
raztopini (mQ) in nanovlaknih (NV). Razmerje podaja kvocient med hitrostjo reakcije v 
obeh vzorcih in izraža stopnjo stabilizacije vitamina v nanovlaknih. 
Vzorec D3 D3+SA D3+SA+E Aac Aac+E A A+BHT 
mQ 0,0107 0,1574 0,0064 0,1843 0,0876 0,5493 0,0177 
NV S 0,00004 S 0,0006 0,0003 0,0004 0,0002 
Razmerje / 3940 / 307 292 1373 89 
S – stabilno, premajhno zmanjšanje koncentracije v opazovanem časovnem obdobju, da bi lahko 
določili konstanto reakcijske hitrosti 
 
Na podlagi dobljenih rezultatov lahko zaključimo, da smo z vgradnjo vitaminov v 
nanovlakna uspešno povečali njihovo stabilnost. Še zlasti vitamin D3 je bil v nanovlaknih 
stabilen in je kot takšen primeren kandidat za vgradnjo v nanovlakna, tudi v kombinaciji s 
SA, ki velja za nezdružljivo. 
  
b2 b1 b1 b2 
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5. ZAKLJUČEK 
Ovrednotili smo predhodno razvito in validirano metodo HPLC z namenom vrednotenja 
testiranih vitaminov v raztopinah in nanovlaknih.  
 Dokazali smo, da je metoda selektivna, linearna in ponovljiva ter zagotavlja 
ustrezne izkoristke pri analizi vitaminov v vzorcih nanovlaken. 
Testirali smo stabilnosti vitaminov v različnih organskih topilih (96 % etanol, 100 % etanol 
in metanol).  
 Ugotovili smo, da vsi vitamini (D3, A acetat in A) izkazujejo zadovoljivo stabilnost 
v vseh treh medijih (> 95 % vsebnost vsaj 10 ur).  
 Ugotovili smo, da so vzorci (vitamina D3, z ali brez dodatka SA in vitamina E v 96 
% etanolu pri sobni temperaturi) stabilni v obeh koncentracijah (osnovni in redčeni) 
in da takojšnja analiza z metodo HPLC po pripravi vzorcev nanovlaken ni 
potrebna. 
Izvedli smo študijo stabilnosti v vodnih raztopinah (prečiščena, destilirana, ultra čista 
voda). 
 Ugotovili smo, da je razpad vitaminov izredno hiter, zato je bila potrebna njihova 
takojšnja analiza. 
 Trend stabilnosti vitamina A in vitamina A acetata je v medijih enak (metanol >> 
mQ≥DV≥PV) oz. malenkost drugačen pri vitaminu D3 (metanol >> mQ >> 
PV≥DV).  
 Vitamin A je najmanj stabilen in vitamin D3 je najbolj stabilen. 
 Z dodatkom antioksidantov smo povečali stabilnost vseh vitaminov v ultra čisti 
vodi. Vitamin E je stabiliziral vitamin D3 in vitamin A acetat, pri vitaminu A ni 
imel stabilizacijskega učinka. Vitamin A smo stabilizirali z BHT.  
 Potrdili smo hipotezo, da sta SA in vitamin D3 nezdružljiva.  
V nadaljevanju smo vitamine vgradili v polimerna nanovlakna. Iz osnovnih raztopin 
izbranih vitaminov z ali brez dodanih antioksidantov smo pripravili sedem različnih 
formulacij.  
 Potrdili smo stabilnost vseh vitaminov v vseh polimernih raztopinah za izdelavo 
nanovlaken.  
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 Izkoristek vgradnje vitaminov je bil velik za vitamina D3 in A acetat (91-102 %) in 
manjši za vitamin A (~70–87 %), zato je slednji manj primeren za vgrajevanje v 
nanovlakna.  
 Opazili smo veliko raznolikost v velikosti premera znotraj vzorca, zaradi česar bi 
bilo smiselno proučiti spremenljivke, ki vplivajo na premer nanovlaken in ustrezno 
prilagoditi postopek njihove izdelave, da bi dobili čim bolj homogen vzorec 
nanovlaken. 
Izvedli smo stabilnostno študijo sedmih formulacij nanovlaken z vitamini. Vzorce 
nanovlaken smo shranjevali v eksikatorju pri sobni temperaturi 2 meseca. 
 Ugotovili smo, da smo z vgradnjo posameznega vitamina v nanovlakna povečali 
njegovo stabilnost v primerjavi s stabilnostjo vitaminov v vodnih raztopinah. 
 Dodaten stabilizacijski učinek so izkazovali dodani izbrani antioksidanti (vitamin 
E, BHT).  
 SA je v nanovlaknih destabilizirala vitamin D3, vendar v bistveno manjši meri kot v 
vodni raztopini. Dodatna stabilizacija vitamina D3 v kombinaciji s SA z uporabo 
vitamina E je bila vidna, a ne tako izrazita kot v vodnih raztopinah.  
 Z vgradnjo v nanovlakna smo povečali stabilnost tudi vitaminu A acetatu in 
vitaminu A. 
V zaključku smo na podlagi izračunov konstant reakcijske hitrosti prvega reda ugotovili, 
da so vitamini v nanovlaknih izrazito bolj stabilni kot v vodnih raztopinah.  
 Pri formulaciji vitamina D3 s SA se je stabilnost povečala kar za 4000-krat, pri 
ostalih dveh formulacijah pa nismo mogli narediti primerjave, saj je bil vitamin D3 
preveč stabilen, da bi lahko določili konstanto reakcijske hitrosti znotraj 
dvomesečne stabilnostne študije.  
 V nanovlaknih z vitaminom A je bil le-ta ~ 1400-krat bolj stabiliziran. V 
formulaciji vitamina A z BHT pa za ~ 100-krat. 
 V nanovlaknih z vitaminom A acetatom z oz. brez vitamina E, smo izboljšali 
stabilnost za ~ 300-krat. 
 Manjši stabilizacijski učinek smo dosegli pri sistemih, ki so bili že v osnovi bolj 
stabilni v vodnih raztopinah.  
Zaključimo lahko, da smo dosegli zastavljen namen magistrske naloge in z vgradnjo 
vitaminov v nanovlakna uspešno povečali njihovo stabilnost znotraj daljšega časovnega 
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obdobja. Še zlasti vitamin D3 izkazuje dobro stabilnost in je dober kandidat za vgradnjo v 
nanovlakna, tudi v kombinaciji s SA, ki velja za nezdružljivo.  
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